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T h e p u r po s e o f t h e s t u d y w a s t o d e t e r m in e if t h e B i o l o g i d e n t ifi c a t i o n s y s t em c o u l d
b e a da p t e d t o d e t e c t p h y s i o l o g ic a l c h a n g e s i n t h e c o m p o s i t e m i c r o b i a l c o mm u n i t y o f
a c t iv a t e d s l u % e i n a n in du s t ri a l w a s t e w a t e r t r e a t m e n t s y s t em . T h e d e t e c t e d t e m p o r a l
c h a n g e s w e r e c o r r e l a t e d w i t h o t h e r m i c r o b ia l c h a r a c t e ri z a t io n m e th o d s . C o m p o s it e
c o m m u n i t y s a m p le s w e r e t e s t e d o v e r t im e u s i n g B i o l o g t it r e p l a t e s . T h e r e s u l t s o f t h e
c o mm u n i t i e s w e r e c o m p a r e d w i th e a c h o t h e r t o 1 ) o b t a i n a n i n d e x o f s im i l a ri t y w i t h r e g a r d
t o t h e ir a b i l i t y a n d i n a b i li ty t o u t i l i z e t h e 9 5 s u b s t r a t e s t h a t a r e a p a r t o f t he B i o l o g p r o fi l e ,
a n d 2 ) a s c e r t a i n sh i f t s i n t h e o v e r a l l p hy s i o l o g ic a l c a p a b il i t i e s o f t h e c o mm u n i ty f o r t h e
s t ri c t u t il i z a t i o n o f t h e 9 S s u b s t r a t e s . T h e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e B i o l o g i d e n t ifi c a t i o n
s y s t e m c a n b e u s e d t o d e t e c t c h a n g e s in t h e a c ti v a t e d sl u dg e m i c r o b i a l c o m m u n i t y . O th e r
in di c e s o f c o m m u n i ty s t r u c t u r e s u p p o r t t he B i o l o g i n d i c a ti o n s o f c o m m u n i ty c h a n g e .
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B i o l o g i c a l w a s t e w a t e r t r e a t m e n t (WWT ) c a n b e d e fi n e d a s t h e e n g in e e r e d u s e o f
l i v ii ^ o r g a n i s m s t o d e g r a d e h a r m f u l c o n c e n t r a t i o n s o f p o ll u t a n t s t o d e c r e a s e d o r a c c e p t a b l e
c o n c e n t r a t i o n s . I n a n a c t i v a t e d s l u d g e p r o c e s s w h e r e o x y g e n i s t h e p r im a r y t e r m i n a l
e l e c t r o n (e
"
) a c c e p t o r , t h e p r in c i p a l l i v i n g o r g a n i s m s r e s p o n s i b l e f o r t h e d e g r a d a t i o n a r e
t h e a e r o b i c b a c t eri a . A n a c t i v a t e d s l u d g e p r o c e s s v i g o r o u s l y m i x e s t h e t e r m i n a l e
"
a c c e p t o r
( O 2 o r a i r ) , t h e s o l u b l e w a s t e m a t e r i a l (c a r b o n s u b s t r a t e s ) a n d t h e m i c r o b i a l a s s e m b l a g e
( fl o e ) t o g e t h e r i n a l a i g e t a n k o r s e ri e s o f t a n k s ( t r a i n ) s e p a r a t e d b y b a f Qe s .
A n a c t iv a t e d s lu dg e s y s t e m u s u a l l y c o n s i s t s o f a p ri m a r y s e t t l i n g t a n k o r b a s in ( s ) t o
r e m o v e t h e in s o lu b l e c o n s t it u e n t s , a n a e r a t io n v e s s e l (s ) w h e r e t h e d e g r a d a t i o n by th e
m i c r o bi a l p o p u l a t io n o c c u r s a n d a c l a r i fi e r w h e r e t h e m i c r o b i a l p o p u l a t i o n (a c t iv a t e d
s l u d g e ) is a l l o w e d t o s e t t l e o u t f o r r e t u rn t o t h e a e r a t i o n t a n k (s ) . T h e b a s ic c o n t r o l p o in t i n
t h e o p e r a t i o n o f a n a c t i v a t e d s l u dg e s y s t e m i s t h e a m o u n t o f s l u d g e r e t u r n .
T h e r e t u r n s l u d g e i s c o m p o s e d o f a m i c r o b i a l p o p u l a t i o n t h a t h a s b e e n d i f e r e n t i a l ly
s e l e c t e d f o r 1 ) a b i l i t y t o u s e t h e s u b s t r a t e s p r e s e n t , 2 ) t h e a b il i t y t o u s e t h e s e s u b s t r a t e s i n
t h e c o n c e n t r a t i o n s p r e s e n t , 3 ) t h e a b il i t y t o u s e b o th t h e s u b s t r a t e s a n d s u b s t r a t e
c o n c e n t r a t i o n s w i t h i n t h e ph y s i c a l r e s t r a i n t s ( t e m p e r a t u r e , pH , D O c o n c e n t r a t i o n ,
hy dr a u l i c r e t e n t i o n t i m e , e t c . ) o f t h e s y s t e m a n d 4 ) t h e i r a b il i t y t o s e t t l e in t h e c la ri l i e r A
f u n d a m e n t a l d i f e r e n c e b e tw e e n m u n i c i p a l WWT a n d i n du s t r i a l WWT is th a t i n t h e
f o r m e r
,
l o w c o n c e n t r a t i o n s o f a h i g h n u m b e r o f s u b s t r a t e s a r e u s u a l l y p r e s e n t e d t o t h e
m i c r o b i a l p o p u l a t i o n ; w h i l e i n t h e l a t t e r , h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f a l o w n u m b e r o f p o ll u t a n t s
a r e u s u a l l y p r e s e n t e d t o t h e m i c r o b ia l p o p u l a t i o n o f t h e s y s t e m .
T h e bi o l o g i c a l c o m m u n i t y t h a t ex i s t s w i t hi n a WWT s y s t e m i s d e p e n d e n t u p o n t h e
s e l e c t i o n f a c t o r s o u t li n e d a b o v e . In a m u n i c i p a l WWT s y s t e m , o n e w o u l d e x p e c t a hi g h
s p e c i e s d i v e r s i t y w i t h a l o w i n d i v i du a l c o u n t w i t h i n a g i v e n s p e c i e s b e c a u s e o f t h e r e l a ti v e ly
l o w c o n c e n t r a t io n s o f a h i g h n u m b e r o f s u b s t r a t e s . I n a n i n d u s t r i a l WWT s y s t e m , o n e
w o u l d e x p e c t l o w sp e c i e s d i v e r s i t y w i t h a hi gh i n d i v i du a l c o u n t w i t h i n a s p e c i e s b e c a u s e o f
t h e hi g h c o n c e n t r a t i o n s o f a l o w n u m b e r o f s u b s t r a t e s (L a R i v i e r e , 19 7 7 ) .
A ft e r t h e ph y s i c a l o r e n g i n e e r in g a s p e c t s o f t he WWT s y s t e m a r e e s t a b l i s h e d , t h e
c o m p o s i t i o n o f t h e bi o l o g i c a l c o m m u n i t y t h a t e x i s t s w it h in t he s y s t em i s a fu n c t i o n o f t h e
s u b s t r a t e s a n d th e i r r e s p e c t i v e c o n c e n t r a t io n s w h i c h a r e p r e s e n t e d t o t h e m i c r o bi a l
p o p u l a t i o n . T h e r a t e o f s u b s t r a t e u t i l iz a t i o n f o r a g i v e n s p e c i e s (e n z y m e s y s t e m ) i n t h e
p r e s e n c e o f a g iv e n s u b s t r a t e a t a gi v e n c o n c e n t r a ti o n i s a f u n c ti o n o f t h e a f fi n i t y o f t h e
e n z y m e sy s t e m f o r t h e s u b s t r a t e . A m a t h e m a ti c a l r e l a ti o n s h i p w hi c h e x p r e s s e s t h e a f Sn i t y
i s t h e M i c h a e Us - M e n t e n e q u a ti o n :
V =
^
" " ^ 1^ ^ ^
(L e h n i n g c r , 1 9 7 0 ) .
V = v e l o c it y o f r e a c ti o n
^ m a x
^ m a x im xj m v e l o c i ty
[ S ] = s u b s t r a t e c o n c e n t r a ti o n
Wi t h p h y s i c a l c o n d i ti o n s h e l d c o n s t a n t , t h e K ^ v a l u e o f a n e n z y m e s y s t e m f o r a gi v e n
s u b s t r a t e i s i n d i c a ti v e o f th e e n z ym e s y s t e m
'
s a fi n i t y f o r t h a t s u b s t r a t e . L o w K j ^ v a l u e s
a r e i n di c a ti v e o f h i g h a fi n i t y a n d h i gh K ^ v a l u e s a r e in di c a t i v e o f l o w a f fi n i t y . T h e r a t e o f
s u b s t r a t e u t il iz a ti o n f o r a gi v e n s p e c i e s m ay b e e x p r e s s e d in t h e a b il i t y o f t h a t s p e c i e s t o
g r o w a n d r e p r o d u c e in a g iv e n e n v i r o n m e n t . E a c h sp e c i e s h a s a h a l f - s a t u r a ti o n
c o e f fi c i e n t (K g ) a n a l o g o u s t o K j j ^ v a l u e s . T h e r e l a ti o n s h i p b e t w e e n s u b s t r a t e c o n c e n t r a ti o n
a n d s p e c i fi c r a t e o f g r o w t h (g e n e r a ti o n t im e ) m a y b e e x p r e s s e d by M o n o d
'
s e q u a ti o n :
u =
"
■" " ^ ^
(D a v is a n d C o m w e l L 19 9 1 ) .
u
=
r a t e o f g r o w th (g e n e r a ti o n ti m e )
U j i i a x
~ n i a x im u m g r o w t h r a t e (g e n e r a ti o n t im e )
[ S ] = s u b st r a t e c o n c e n t r a ti o n
Wh e n s e v e r a l s p e c i e s a r e i n t h e pr e s e n c e o f s e v e r a l s u b s t r a t e s , th e r e la t i v e
a b u n d a n c e o f i n di v i d u a l s w it h in t h e s p e c i e s w o u l d b e a n e x p r e s s i o n o f t h e s i i m m a ti o n o f
e a c h s p e c i e s s p e c ifi c r a t e o f g r o w th (u ) o n e a c h s u b s t r a t e a t t h a t c o n c e n t r a ti o n o r a
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C h a n g e s i n d i v e r s i t y m e a s u r e m e n t s i n a c o n t r o ll e d p hy s i c a l e n v i r o n m e n t a r e a r e fl e c ti o n o f
c h a n g e s i n s u b s t r a t e s (b o t h q u a li t a t iv e l y a n d q u a n ti t a ti v e l y ) . V e r y f e w p u b l i s h e d s t u di e s , i f
a n y , h a v e a d d r e s s e d in d i c e s o f di v e r s i t y f o r m i c r o b i a l c o m m u n i ti e s p r e s e n t in b i o lo g i c a l
WWT s y s t e m s . T h e B i o l o g i d e n t ifi c a ti o n s y s t e m o f e r s a n e w , t im e e fl &c i e n t w a y t o
e x a m i n e t h e c o m m u n i t y .
T h e B i o l o g i d e n ti fi c a ti o n s y s t e m w a s d e v e l o p e d i n t h e l a t e 19 80
'
s t o i d e n t i i y
i s o l a t e d s p e c i e s o f b a c t e r i a b a s e d o n t h e ir p a t t e r n o f u t il i z a ti o n o f t h e 9 5 di f e r e n t s u b s t r a t e s
t h a t a r e a v a i l a b l e in t h e B i o l o g p l a t e N i n e ty - fi v e w e Us o f t h e ti t r e p l a t e c o n t a i n in di v i d u a l
c a r b o n s o u r c e s w i t h t e t r a z o li u m d y e . O n e w e l l c o n t a i n s t h e t e t r a z o li u m dy e o n l y (c o n t r o l ) .
T h e t e t r a z o l iu m dy e i s r e d u c e d a t t h e c y t o c h r o m e l e v e l if t h e c a r b o n s o u r c e i s c x i d i z e d ( e
"
+ t e t r a z o l i u m dy e - ? p u r p l e c o l o r c h a n g e i n t h e w e U) . I f t h e c a r b o n s o u r c e i s n o t o x i d i z e d,
n o fl o w o f e l e c t r o n s is a v a i l a b le t o r e du c e t h e t e t r a z o l i u m d y e t o t h e p u r p l e f o r m a z a n .
Sa m p l e s o f t h e c o m p o s i t e m i c r o bi a l c o m m u n i t y fr o m a
"
B i o x " p u r e o x y g e n
a c ti v a t e d sl u d g e s y s t e m w e r e t a k e n o v e r a p e r i o d o f ti m e . T h e B i o x s y s t e m c o n s i s t e d
b a s i c a ll y o f o n e l o n g r e a c t i o n t r a i n o r c o v e r e d t a n k w i t h f o u r s e c t i o n s (b a y s ) s e p a r a t e d b y
b a fl e s . T h e s y s t e m o p e r a t e d a t a t e m p e r a t u r e o f ~ 3 6
° C
,
w i t h a s a l t c o n t e n t o f ~ 6 % . T h e
e n t i r e s y s t e m i s fl o o d e d w i th a b l a n k e t o f o x y g e n w h i c h is m i x e d w i t h t h e r e a c t o r c o n t e n t s
b y m e a n s o f s u bm e r g e d p a d d l e s . T h e p r in c i p a l c o n s t i t u e n t s o f t h e w a s t e s t r e a m w e r e
e t h y l e n e g ly c o l a n d p r o p y l e n e g ly c o l . S a m p l e s o f t h e m i c r o b i a l p o p u l a t i o n s c o u l d b e t a k e n
a t b a y A , b a y B , a n d a t t h e e n t r a n c e o f b a y D . A ll s a m p l e s t e s t e d f o r t em p o r a l c h a n g e s
w e r e t a k e n a t t h e e n t r a n c e o f b a y D . A t yp i c a l B i o x r e a c t o r i s s h o w n i n F i g u r e 1 .
T h e o bj e c ti v e s o f t h e s t u d y w e r e t o 1) d e t e r m i n e i f t h e B i o l o g i d e n ti fi c a t i o n s y s t e m
b a s e d o n p h y s i o l o g i c a l c h a r a c t e r i s ti c s c o u l d b e a da p t e d t o d e t e c t c h a n ge s i n t h e a c ti v a t e d
s lu d g e o f a n in d u s t r i a l w a s t e w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m a n d 2 ) c o r r e la t e t h e d e t e c t e d c h a n g e s
w i t h o t h e r c o n v e n ti o n a l m i c r o b i a l c h a r a c t e ri z a ti o n m e t h o d s .
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F i g u r e 1 . T y p i c a l B i o x r e a c t o r .
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T h e m i c r o bi a l p o p u la t io n th a t i s p r e s e n t i n a n in d u s t r i a l WWT s y s t e m w i l l b e
s e le c t e d o n t h e b a s i s o f t h e p h y s i c a l r e s t r a i n t s a n d th e s u b s t r a t e c o m p o s iti o n p r e s e n t . T h e
a b i l i t y o f a m i c r o b i a l c o m m u n i t y t o w i t h s t a n d c h a n g e s i n e n v ir o n m e n t a l c o n d i ti o n s is
d ir e c t l y r e l a t e d t o t h e d i v e r s i ty (g e n e ti c p o t e n t i a l ) o f t h e c o m m u n i t y b e i n g s u bj e c t e d t o t h e
c h a n g e s . T h e m o r e d i v e r s e t h e c o m m u n i ty , t h e g r e a t e r t h e p o t e n ti a l o f t h e c o mm u n i t y t o
a d ^ ^ t t o e n v i r o n m e n t a l c h a n g e . D i v e r s i ty i s a m e a s u r e m e n t o f t h e v a r i a ti o n w h i c h o c c u r s
w i t h in a g i v e n a s s e m b l a g e . T h e di v e r s it y o f a b i o l o g i c a l p o p u l a ti o n h a s b e e n c l a s s i c a l l y
d e fi n e d o n t h e s p e c i e s l e v e l . T h e s im p l e s t di v e r s i t y in d e x i s ti i e n u m b e r o f s p e c i e s p r e s e n t
(A t l a s , 19 8 4 ) . T h i s in d e x g i v e s n o i n s i g h t i n t o t h e i n t e r i o r m a k e - u p o f h o w t h e n u m b e r o f
i n d i v i d u a ls w i t h in t h e v a r i o u s s p e c i e s a r e p r o p o r ti o n e d . S h a n n o n a n d W e a v e r (1 9 4 9 )
o n g i n a lfy p r o p o s e d a m a th e m a ti c a l r e l a ti o n s h i p f o r a d i v e r s i t y i n d e x (K ) w h i c h i n c lu d e d
b o t h t he n u m b e r o f s p e c i e s pr e s e n t a s w e U a s t h e n u m b e r o f i n d i v i du a l s w i t h i n a s p e c i e s
fr o m a s a m p l e t a k e n fr o m a p o p u la ti o n .
T h e m a th e n i a ti c a l r el a ti o n is k n o w n a s t he Sh a i m o n i n d e x : I T = - Z p j l o g p j
w h e r e p ^ is t h e p r o b a b il it y o f a n in di v i d u a l t a k e n a t r a n d o m fr o m t h e p o p u l a ti o n b e l o n g in g
t o a g i v e n s p e c i e s . T h e m a th em a ti c a l pr o o f s b y s e t t h e o r y p r o b a b i li t y a r e g iv e n in P i e l o u
( 19 7 5 ) a n d (1 9 6 9 ) . O th e r di v e r s i t y i n di c e s f o r s p e c i e s d o m i n a n c e (Sim p s o n , 19 4 9 ),
s p e c i e s e v e n n e s s (P i e l o u , 19 6 6 ) a n d sp e c i e s ri c hn e s s (M a r g a l e f , 1 9 5 8 ) h a v e b e e n
pr o p o s e d . T h e c l a s s i c a l di v e r s i t y i n d e x f o r g e n e r al sp e c i e s d iv e r s i ty h a s b e e n th e Sh a n n o n
i n d e x a s f o r m u l a t e d a b o v e .
T h e d i v e r s i t y o f a m i c r o b i a l p o p u l a t i o n i s di fi c u l t t o m e a s u r e . A n e s t a b l is h e d
m e th o d o f de t e r m i n i n g th e n t u n b e r o f s p e c i e s i s t o p l a t e t h e c o m p o s it e c o mm u n i ty a n d
is o l a t e a n d i d e n t ify th e s p e c i e s . T h e n u m b e r o f in di v i d u a l s w i t h i n a s p e c i e s c a n b e
d e t e r m i n e d by CF U (c o l o n y f o r m in g u n i t s ) c o i m t s . A n y p l a t i n g o f a m i c r o b i a l p o p u l a t i o n
o r c o m m i m i t y i s d i f f e r e n t i a l o r s e l e c ti v e t o c e r t a i n o r g a n i s m s b y t h e t e c hn i q u e s em p l o y e d
(B u c k , 19 7 9 ), (A t l a s , 19 84 ) . T h e di v e r s i t y m e a s u r e d w il l a lw a y s l e s s b e l e s s t h a n w h a t i s
a c h M y p r e s e n t .
Su n dm a n ( 1 9 7 3 ), G r if fi t h s a n d L o v i t t ( 19 80 ) , M i l l s a n d W a s s e l ( 19 8 0 ) a n d B i a n c hi
a n d B i a n c h i ( 1 9 8 2 ) h a v e r e p o r t e d m e t h o d s o f d e s c ri b i n g t h e d i v e r s i t y o f m i c r o b i a l
p o p u l a t i o n s b a s e d u p o n b i o c h e m i c a l t e s t s . T h e b a s i s o f t h e s e d iv e r s i t y m e a s u r e m e n t s i s t o
p l a t e t h e e n t ir e p o p u l a t i o n a n d is o l a t e by m o r p h o l o g ic a l c ri t e r i a . T h e i s o l a t e s a r e s u bj e c t e d
t o b i o c h e m i c a l t e s t s a n d i f t w o o r m o r e o f t h e i s o l a t e s r e s p o n d t o t h e t e s t t o a g iv e n d e g r e e
o f s i m i l a ri t y (i . e . 9 0 % o f t h e t e s t s a r e i d e n ti c a l ) , t h e n t h e s e is o l a t e s a r e c o n s id e r e d t h e s am e
s p e c i e s . B y d e t e r m i n i n g t h e C F U o f e a c h i s o l a t e o n t h e o r d in a l p l a t e , a n in d e x o f di v e r s it y
a n a l o go u s t o M a r g a le f , H e l o u , Sh a n n o n , e t c . c a n b e c a l c u l a t e d . I n e a c h o f t h e s e r e p o r t s ,
t h e b i o c h em i c a l t e s t s e m p l o y e d w e r e s p e c i fi c f o r t h a t s t u d y o n l y . T h i s t y p e o f a n a l y s i s a l s o
h a s i n h e r e n t p r o b le m s a s d e s c ri b e d (b y B u c k a n d A t la s ) a b o v e . T h e s e p r o b l e m s in c l u d e
t h e d i fi fe r e n ti a l e f fe c t o f p l a t i n g a n d t h e a s s u m p ti o n in C F U c o u n t s t h a t e a c h c o l o n y is
f o r m e d by a s i n g l e c e l l .
T r o u s s e l li e r a n d L e g e n d r e ( 19 8 1) r e p o r t e d t h e di v e r s it y o f t w o e n v i r o n m e n t a l
m i c r o bi a l p o p u l a ti o n s j fr o m tw o e u t r o p h i c l a g o o n s i n B o r d e a u x , F r a n c e u s in g th e A P I 2 0 B
t e s t s t ri p f o r t h e b i o c h em i c a l t e s t s . T h e b i o c h e m i c a l t e s t r e s u l t s w e r e m a t h e m a ti c a ll y
a n a ly z e d t o d e t er m i n e t he r e l a ti v e n u m b e r o f in d iv i d u a l s w i t hi n a g iv e n sp e c i e s o r g e n u s A
s y n o p o s i s o f t h e i r p r o c e d u r e i s a s f o ll o w s . T h e c o m p o s it e c o m m u n i t i e s w e r e p l a t e d a n d
c o l o n i e s i s o l a t e d by m o r ph o l o g ic a l c ri t e ri a . T h e i s o l a t e s w e r e p u ri f i e d a n d s u b j e c t e d t o t h e
b i o c h em i c a l t e s t s o f t h e A P I 20 B a p p a r a t u s . T h e A P I 2 0 B s y s t e m w a s d e v e l o p e d
e x p Uc i t i ly f o r th e s t u d y o f e n v ir o n m e n t a l b a c t e ri a . T h e (+ ) a n d (- ) r e s p o n s e o f e a c h t e s t
r e s p e c t i v e t o e a c h i s o l a t e w a s p u t in t o a n a x b m a t ri x , a b e i n g th e t e s t n u m b e r a n d b b e i n g
th e i s o l a t e n u m b e r . F r o m t hi s m a t ri x
,
t h e p r o b a b il i t y o f a n y t e s t b e i n g p o s i t iv e c o u l d b e
c a l c u l a t e d . T h e s e p r o b a b i l i t i e s w e r e s u bj e c t e d t o c o m p u t e r c l u s t e r a n a l y s is t o y i e l d %
s im i l a ri t i e s b e t w e e n t h e is o l a t e s . F o r t h e p u r p o s e o f t h e ir s t u d y , a 9 0 % s im i l a ri t y i n d e x
c o r r e s p o n d e d t o a g e n u s l e v e l a n d 9 5 % s im i l a ri t y c o r r e s p o n d e d t o a s p e c i e s l e v e l . A ft e r
t h e s p e c i e s a n d ge n e r a l e v e l w e r e d e fi n e d , a p r o p o r t i o n a l i n di c a t io n o f b i o m a s s (o r
i n d i v i d u a l s ) w i t h i n a s p e c i e s o r g e n u s w a s d e t e r m in e d b y r e l a t i n g th e p r o b a b il i t i e s o f
p o s i t iv e r e a c t io n s w i t h i n t h e d e fi n e d sp e c i e s a n d g e n e r a t o e a c h o t h e r . T h i s r e p o r t d e fi n e d
a fi m c t i o n a l S h a n n o n i n d e x , e v e n n e s s i n de x a n d d o m i n a n c e i n d e x f o r t h e t w o m i c r o b i a l
c o m m u n i t i e s b a s e d u p o n p r o b a b i li t i e s d e ri v e d fi
^
o m t h e A P I 2 0 B t e s t s t ri p .
T h e c h a r a c t e ri z a t i o n o f c o m p o si t e m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s in a c ti v a t e d s l u dg e h a s
b e e n p r im a ri l y l im i t e d t o fi m c t i o n a l s t u d i e s a n d s p e c i e s i d e n t ifi c a t i o n . C a s s e l l e t a l . ( 1 9 6 6 )
s t u d i e d t h e e f fe c t o f fl o w r a t e t h r o u g h a n a c t iv a t e d s l u d g e WWT s y s t e m u p o n th e
m i c r o b ia l p o p u l a t i o n . T h e s u b s t r a t e c o m p o s i t i o n w a s h e l d c o n s t a n t in e a c h t e s t , o n l y t h e
fl o w r a t e v a ri e d . T h e e f fe c t o f t h e fl o w r a t e s u p o n t h e m i c r o b i a l p o p u l a t i o n w a s m e a s u r e d
by s p e c t r o p h o t o m e t ri c a n a l y s i s o f c o l o r e d p i g m e n t s p r e s e n t i n t h e b a c t e r i a . T h i s a n a l y s i s
a l o n g w i t h c o r r e s p o n d in g m i c r o b i o lo g i c a l p l a ti n g i n di c a t e d f o u r d if f e r e n t t y p e s o f m i c r o b i a l
o r g a n i s m s w e r e di s c e r n i b l e . T h e r e s u l t s o f t h e s t u d y i n d i c a t e d t h e p r e d o m i n a n t p o p u l a t i o n
pr e s e n t a t a l o w fl o w r a t e w a s d e c i d e dl y di f fe r e n t t h a n t h e p r e d o m in a n t p o p u l a ti o n a t a
hi gh fl o w r a t e , s u ^ e s t in g fl o w r a t e is a s e l e c t iv e f a c t o r f o r t h e p o p u l a ti o n . T h e r e s u lt s a l s o
in d i c a t e d t h a t a t in t e r m e d i a t e fl o w r a t e s
,
fi - e q u e n t t u r n o v e r s in t h e p r e d o m i n a n t
p o p u l a ti o n s o c c u r r e d . T h i s s u g g e s t s t h a t w h e n m ix e d p o p u l a ti o n s c o m p e t e a n d n o n e h a s a
g r e a t s e l e c ti v e a d v a n t a g e o v e r t h e o th e r s , t h e id e n ti fi c a ti o n o f t h e p r e do m i n a t in g p o p u l a ti o n
i s o n l y t e m p o r a l ly c o r r e c t
C hi u e t a l . ( 19 7 2 ) a l s o s t u d i e d th e e f fe c t o f fl o w r a t e u p o n m i c r o b i a l c o m p o s i ti o n
a n d r e p o r t e d t h a t t h e t e m p o r a l p r e d o m i n a t i n g s p e c i e s o c c u r r i n g in a g iv e n a c t i v a t e d s l u d g e
s y s t e m i s d e t e r m i n e d by th e in f lu e n t . L a r g e t e m p o r a l fl u c t u a t i o n s in in fl u e n t u s u a l fy
p r o d u c e d c o n s i d e r a b l e t e m p o r a l fl u c t u a t i o n s in p r e d o m i n a t e s p e c i e s .
A d a m s e ( 19 6 8) r e p o r t e d th e r e s u l t s o f s t u ( fy i n g t h e f o r m a ti o n a n d fi n a l c o m p o s i t o n
o f t h e a c t i v a t e d s lu dg e o f da i r y w a s t e . E i g ht s t r a i n s w e r e i s o l a t e d , a n d th e ir r e l a t iv e
a b u n da n c e t o e a c h o t h e r w a s d e t e r m i n e d o v e r t im e . T h e s e e ig h t s t r a i n s w e r e c l a s s i f i e d in t o
t hr e e g r o u p s : P s e u d om o n a da c e a e , A c h r o m o b a c t e r a c e a e a n d c o i y n e f o r m b a c t e r i a . I n i t i a l l y
P s e u d om o n a d a c e a e an d A c h r o m o ba c t e r a c e a e v i G t Q p r e s e n t i n p r e d o m in a n t n u m b e r s a n d in
a p p r o x im a t e l y e q u a l n u m b e r s . A l a t e r s am p l in g (a f te r ~ 3 0 d a y s ) s h o w e d th a t t h e n u m b e r s
o f P s e u d om o n a d a c e a e h a d d e c li n e d a n d th e n u m b e r s o f c o i y n e f o r m b a c t e r i a h a d
i n c r e a s e d . T h e fi n a l s a m p l i n g (a ft e r - 6 0 d a y s ) sh o w e d t ha t t h e c o r y n e f o r m b a c t e r i a w e r e
p r e d o m i n a n t w i t h A c l i r o m o ba c t e r a c e a e h d n g a c l o s e s e c o n d p r e d o m i n a t e g r o u p .
C u r d s ( 19 8 2 ) s t u di e d t h e m i c r o b i a l p o p u l a t i o n d y n am i c s in t h e a c t i v a t e d sl u d g e
p r o c e s s a n d h o w c h a n g e s i n t h e c o m p o s i t i o n o f t h e c o m m u n i t y m i gh t b e c o r r e l a t e d t o
B O D 5 i n t h e e f fl u e n t . T h e s t u d y i n c lu d e d p r o t o z o a a s w e l l a s b a c t e r i a . F o r t hi s s t u d y ,
c o m m u n i ty s t r u c t u r e w a s d e fi n e d a s t h e fi
-
e qu e n cy o f o c c u r r e n c e o f t h e i d e n t i fi a b l e s p e c i e s
p r e s e n t a t g i v e n l e v e l o f B O D 5 i n th e e f fl u e n t . T h e r e s u l t s i n d i c a t e d t h a t p o s s ib l e t r e n d s
b e t w e e n sp e c i e s s t r u c t u r e a n d e fl f u e n t B O D 5 w e r e p r e s e n t o v e r e x t e n d e d p e ri o ds o f t im e .
C o r r e l a ti o n b e tw e e n d a i l y fl u c t u a ti o n s o f c o mm u n i t y s t r u c t u r e a n d e f fl u e n t B O D 5 c o u l d
n o t b e o b t a i n e d b e c a u s e t h e c o m m u n i ty s t r u c t u r e at a n y g iv e n p o in t i n ti m e r e fl e c t s t h e
c h a n g e s in t h e p h y s i c a l , c h e m i c a l , a n d b i o l o g ic a l e n v i r o i u n e n t a l c o n di ti o n s o v e r t h e
p r e c e di n g f e w d a y s .
M o s t o f t h e p u b l i s h e d r e s e a r c h u s i n g B i o l o g d e a l s w i t h t h e a b i l it y o f B i o l o g t o
p r o fi l e a n d i d e n t i fy s p e c i e s f r o m e n t e ri c o r c l i n i c a l s o u r c e s (C a m a h a n e t a l . , 1 9 89 ), (B a r t h
e t a l .
,
19 9 1 ) , (M a u c hl i n e e t a l . , 1 9 9 1 ) , (M il l e r a n d R h o d e s , 1 9 9 1 ) , (R o m a n e t a l . , 1 9 9 1 ) .
T h e s e s t u d i e s c o m p a r e d t h e r e s u l t s o f B i o l o g i d e n t ifi c a ti o n t o o t h e r c l i n i c a l m e t h o ds o f
i d e n ti fi c a ti o n . I n m o s t c a s e s
,
c o r r e l a ti o n b e t w e e n B i o l o g i d e n ti fi c a ti o n w it h t h e o t h e r
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c l i n i c a l p r o c e du r e s i s i n t h e 9 0% r a n g e . B i o l o g a p p e a r e d t o h a v e c o n s i s t e n t p r o bl em s w i t h
s o m e g e n e r a , i . e . K l e b s i e l l a , En te r o b a c t e r ami S er r s ti a .
A l im i t e d a m o i m t o f r e s e a r c h h a s b e e n p u b li s h e d u s i n g th e B i o l o g s y s t e m t o
c h a r a c t e r i z e o r p r o fi l e e n v ir o n m e n t a l p o p u l a t i o n s . T h e r e p o r t by G a r l a n d a n d M i ll s (19 9 1 )
w a s a n i n i t ia l a t t e m p t t o u s e t h e B i o l o g s y s t e m t o o b t ai n c o m m u n i t y l e v e l B i o l o g pr o fi l e s
f o r c o m p o s i t e p o pu l a t i o n s . T h e i r r e s u l t s in d i c a t e d t h a t t h e s y s t e m c o u l d b e u s e d t o
di f f e r e n t ia t e b e t w e e n di f f e r e n t c o m p o s i t e m i c r o b i a l p o p u l a t i o n s t a k e n fi
"
o m d i f fe r e n t
e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s . T h e r e m a i n in g r e s e a r c h w i t h e n v i r o n m e n t a l p o p u l a t i o n s h a s b e e n
d o n e w i t h i s o la t e s t a k e n fi - o m t h e c o m p o s i t e p o p u l a t i o n . F r e d e r i c L s o n e t a l . (19 9 1 ), A m y
e t a l . (1 99 2 ) a n d K l i n ge r e t a l . ( 1 9 9 2 ) h a v e a t t e m p t e d t o p r o fi l e a n d i d e n t if y t h e is o l a t e s
t a k e n fi - o m di f fe r e n t e n v ir o n m e n t a l s o u r c e s . I n m o s t c a s e s
,
- - 4 0 % o f th e i s o la t e s c o u l d n o t
b e p r o fi le d .
T h e l i t e r a t u r e r e v i e w in di c a t e d th a t n o r e p o rt o f t h e i i s e o f t h e B i o l o g s y s t em t o
d e t e c t t e m p o r a l c h a i s e s in t h e m i c r o b i a l c o m m u n i t y o f a w a s t e w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m h a d
b e e n p u b l i s h e d . T hi s a p p li c a t i o n o f t he B i o lo g sy st e m r e q u i r e d c l o s e c o m m u n i c a t i o n w i t h
B i o l o g , I n c . (B o c hn e r ), (L a r s e n ) .
1 1
M A T E R IA L S A N D M E T H O D S
S am p l e C o l l e c t i o n A n d H an dl i n g : T h e s am p l e s o f a c t iv a t e d s l u d g e u s e d i n t h i s
s t u d y w e r e o b t a in e d fr o m t h e B i o x WW T o f D O W C h e m i c a l a t P l a q u e m i n e , L A . T h e
c h e m i c a l p l a n t p r im a ri ly p r o du c e s e t hy le n e g l y c o l a n d p r o p y l e n e g l y c o l . T h e s l u dg e w a s
t a k e n fr o m t h e fi n a l s e c t i o n (e n t r a n c e o f b a y D ) a n d s h i p p e d o v e r n i g h t o n i c e . U p o n
a r r i v a l
,
t h e s e t t l e d s l u d g e w a s im m e di a t e ly r e s u s p e n d e d a n d t e s t i n g in i t i a t e d .
A t h e o r e t ic a l o v e r v i e w i n d i c a t e s t h a t t h e r e a r e t hr e e p ri m a r y a r e a s i n t h e p r o c e d u r e
t h a t a r e c ri t i c a l f o r t h e s u c c e s s o f B i o l o g t o p r o du c e r e p e a t a b l e c o l o r p a t t e r n s , 1)
p r e p a r a t i o n o f in o c u l u m , 2 ) i n c u b a t i o n c o n d i ti o n s a n d 3 ) t h e r e a d i n g o f r e s u l t s .
P r e p a r a ti o n O f I n o c u l u m : I t i s c ri ti c a l th a t t h e i n o c u l u m c o n t a i n s a s u f fi c i e n t n u m b e r o f
o r ga n i s m s t o p r o du c e t h e fl o w o f e l e c t r o n s n e c e s s a r y t o r e d u c e t h e t e t r a z o l i u m d y e i f t h e
s u b s t r a t e is o x i d i z e d . P e r p e r s o n a l c o m m u n i c a ti o n , D r . B o c h n e r o f B i o l o g s t a t e d th a t f o r
G - b a c t e ri a , t h e n u m b e r o f o r g a n i s m s i n a p u r e c u l t u r e sh o u l d b e - 3 x 1 0
^
c e l l s / ra J in t h e
i n o c u lu m ( 1 50y u 1 p e r w e ll ) . T h is i s a c c o m p li s h e d i n t h e B i o l o g s y s t e m by s u s p e n d in g t h e
p r o p e r a m o i m t o f c u l t u r e in t o 0 . 8 5 % s a l in e t o p r o d u c e a n o p ti c a l d e n s i t y o f M ) . 2 a s
m e a s u r e d b y B i o l o g
'
s t u r b i dim e t e r . T h e w a v e l e n g t h a n d p a t h l e n g t h o f B i o l o g
'
s
t u r b i dim e t e r w e r e n o t a v a i la bl e .
A n H i t a c hi M o d e l U - 2 0 0 0 D o u b l e B e am s p e c t r o p h o t o m e t e r w a s u s e d t o m a k e
w a v e l e n g t h s c a n s o f t h e c o m p o s i t e c o m m u n i t y s u s p e n d e d in d i s t i l l e d w a t e r (dH 2 0 ) . T h e s e
s c a n s w e r e u s e d t o d e t e r m i n e t h e w a v e l e n g t h a r e a o f m a x im u m a b s o r b a n c e d u e t o t h e
c e ll s . T h e r e s u l t s i n d i c a t e d t h a t t h e a r e a o f m a x im u m a b s o r b a n c e d u e t o t h e c e l l s i s - 3 0 0
n m . C e ll s o f t h e c o m p o s i t e c o m m u n i t y w e r e di l u t e d t o a n O . D . o f 0 . 2 w h e n s c a r m e d f r o m
1 2
4 0 0 n m . (z e r o s e t ) t o 2 8 0 n m . a n d m e a s u r e d a t 3 0 0 n m . A c ri di n e o r a n g e d i r e c t c o u n t s
(H o b b i e e t a l . , 1 9 7 7 ) r e s u lt s i n di c a t e d th a t w h e n th i s p r o c e d u r e w a s u s e d , t h e O . D . o f 0 . 2
a t 3 0 0 n m . i s r e p r e s e n t a t i v e o f a n a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n o f 3 . 0 x 1 0
^ c e ll s /m l . T h i s
s c a n n i n g p r o c e du r e w a s u s e d f o r a l l t h e B i o l o g i n o c u l a t i o n s .
T h e r e m o v a l o f e x c e s s i v e o r g a n i c s in t h e in o c u l u m , w hi c h c a n p r o d u c e f a l s e
p o s i t iv e s e s p e c i al l y i n t h e c o n t r o l w e U, is a l s o c r i t i c a l . P e r p e r s o n a l c o mm u n i c a t i o n w it h
D r . S . K e l l o g g, U n i v . o f I d a h o , a l l e n v ir o i m i e n t a l s am p l e s a n d th e ir is o l a t e s s h o u l d b e
w a s h e d 3X w it h d H 2 0 b e f o r e in o c u l a t io n . T h e a c ti v a t e d s lu ^ e fr o m t h e B i o x s y s t e m
e x h i b i t e d s e v e r e c l u m p i n g . A t t e m p t s w e r e m a d e u s i n g P V P (p o l y v i n y l py r r o l i d o n e ) a n d
T r i t o n X - 10 0 t o r e d u c e t h e c lu m p in g (T a b l e 1 ) . T h e a v e r a g e n u m b e r o f c l u m p s p e r fi e l d
w a s n o t s i g n i fi c a n t ! }' r e d u c e d , n o r t h e ir a p p a r e n t s i z e , by t h e u s e o f P V P o r T ri t o n X - 1 0 0 .
T h e a v e r a g e n u m b e r o f c eDs p e r fi e l d w as in c r e a s e d by u s i n g P V P o r T ri t o n X - 10 0 , b u t
t h e c o e fi Sc i e n t o f v a ri a t i o n w a s in c r e a s e d fi - o m 3 8 . 8 % f o r t h e c o n t r o l t o 5 5. 1 % f o r T ri t o n
X - 1 0 0 a n d t o 6 6 . 7 % f o r P V P . T h i s s i ^ g e s t e d th a t P V P a n d T ri t o n X - 1 0 0 w e r e n o t
u n if o r m l y d is p e r s in g th e c e l l s f r o m t h e c l u m p s . T h i s i n c r e a s e in v a r ia t i o n c o u l d l e a d t o
m o r e v a ri a b il it y o f i n t h e n u m b e r o f c e Us b e in g i n o c u l a t d in t o t h e w e ll s o f t h e B i o l o g
ti t r e p l a t e . T h e p r o c e du r e u s e d t o r e d u c e c l u m p in g a n d e x c e s s i v e o r g a n i c s w a s t o dil u t e t h e
s l u d g e 1 : 1 w it h d H 2 0 a n d t o p l a c e in a W a r in g b l e n d e r f o r t w o 10 s e c o n d b u r s t s . T h e
b l e n d e d s o l u ti o n w a s t h e n c e n t ri f i i g e d 10 m in u t e s a t 2 0 0 X G t o r em o v e h i gh d e n s i t y
o r g a n i c s a n d p a r ti c u l a t e s . T h e c e ll s i n t h e s u p e r n a t a n t w e r e w a s h e d 3 t im e s ( 1 0 m i n u t e s a t
12
,
00 0 X G ) i n d e c r e a s i n g s a l t (N a C l ) c o n c e n t r ati o n s in a n e f o r t t o m i n im i z e o s m o ti c
s h o c k t o t h e c e l l s . T h e d e c r e a s in g s a l t c o n c e n t r a ti o n s u s e d f o r w a s hi n g w e r e : fi r s t w a s h - 3
% (s a m e a s t h e b l e n d e d s o l u ti o n ) , s e c o n d w a s h - 1 . 5 % a n d th e th ir d w a s h - d H 2 0 . T h e
w a s h e d c e l l s w e r e t h e n r e c o n s ti t u t e d in di l u e n t (d H ^ O ) t o a n O . D . o f 0 . 2 a n d i n o c u la t e d
in t o t h e B i o l o g ti t r e p l a t e s .
I n c u b a ti o n C o n d i ti o n s : A l l s am p l e s w e r e in c u b a t e d f o r 2 4 h o u r s a t 3 6
° C u n l e s s o t h e r w i s e
n o t e d .
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A V G . = 2 ST D . D E V . - 1 A V G . = 6 0 S T D . D E V
.
- 2 3
s a m p l e s di l u t e d 10
" ^
T a b le 1. E f fe c t o f P V P a n d T ri t o n X - 10 0 u p o n c l u m p i n g . L e i t z O r th o l u x H ; 12 5 0 X .
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R e a d i n g O f R e s xi l t s : T h e th ir d c r it i c a l a r e a is i n t h e r e a di n g o f t h e t it r e pl a t e s . A p r e c i s e 9 6
w e l l p l a t e r e a d e r i s e s s e n ti a l t o t h e s u c c e s s f u l u s e o f t h e B i o l o g s y s t e m . T h e l a c k o f
e q u i p m e n t i n o t h e r a r e a s m a y b e c o m p e n s a t e d f o r by em p ir i c a l d a t a g a in e d fr o m
e x p e r im e n t s . T h e c o n u n e ri c i a l B i o l o g t it r e p l a t e r e a d e r h a s p r o g r am m e d e n d - p o in t s f o r
p o s i t i v e a n d n e g a ti v e w e ll s . W i th o u t t hi s t y p e o f p r o g r am m e d r e a d e r , i t i s n e c e s s a r y f o r t h e
in v e s ti g a t o r t o p r o p o s e e n d - p o i n t s b a s e d u p o n e i t h e r v i s u a l o r m a th e m a ti c a l a n a l y s i s . P e r
p e r s o n a l c o m m u n i c a ti o n , B i o l o g r e p r e s e n t a ti v e s s t a t e d t h a t t h e ti t r e p la t e s h o u ld b e r e a d a t
5 9 0 n m . a n d
,
a s a g e n e r a l r u l e , t h e e n d - p o i n t f o r a p o s iti v e w e l l s h o u l d b e a n a b s o r b a n c e
(a b s . ) v a l u e g r e a t e r t h a n o r e qu a l t o a 4 0 % i n c r e a s e o v e r t h e c o n t r o l w e ll a b s o r b a n c e .
T h i s w a s v e ri fi e d by t h e u s e o f h i s t o g r a m s (F ig u r e s 2 a n d 3 ) w h i c h in di c a t e t h a t t h e 4 0 %
i n c r e a s e c ri t e ri u m i s a d e q u a t e u n d e r n o r m a l c ir c u m s t a n c e s . U n d e r c o n d i ti o n s w h e r e t h e
c o l o r d e v e l o pm e n t i s f a i n t (i e . s o m e i s o l a t e s ) , t h e hi s t o g r am a n a ly s i s f o r (+ ) d e t e r m i n a ti o n
s h o u l d t a k e p r e c e d e n c e o v e r t h e g e n e r a l 4 0 % a b s . i n c r e a s e c ri t e ri u m (L a r s e n , 1 9 9 2 ) . T h e
h i s t o g r a m a n a ly s i s is a m a t h e m a ti c a l m e t h o d o f d e t e r m i n i n g a t w h a t p o i n t o f a b s . in c r e a s e
o v e r t h e c o n t r o l w e ll r e p r e s e n t s a (+ ) r e s p o n s e . I n a l l t e s t s c o n d u c t e d , t h e c o n t r o l w e ll
a p p e a r e d c o l o r l e s s b u t t h e a b s w a s a l w a y s g r e a t e r t h a n 0 . 0 . T h e p l a t e r e a d e r w a s
p r o g r am m e d t o s u b s t r a c t t h e a b s o r b a n c e r e a d i n g o f t h e c o n t r o l fr o m th e e x p e ri m e n t a l
w e l l s . T h e r e f o r e a l l a b s . r e a d i n g s o f t h e e x p e ri m e n t a l w e ll s w e r e a c t u a l a b s . r e a di n g s
a b o v e t h e c o n ti o l a n d tl i e % i n c r e a s e a b o v e c o n t r o l w a s c a l c u l a t e d :
-
, ,
. a b s . r e a di n g e x p e r im e n t a l , ^ „% a b s . m c r e a s e = ^ —— x 10 0 .
a b s . r e a d i n g c o n t r o l
T h e fr e q u e n c y o f o c c c u r r e n c e o f i n d iv i du a l w e l l a b s . i n c r e a s e s o v e r t h e c o n t r o l w e ll in a n
h i s t o g r a m a n a ly s is de t e r m i n e s t h e c ri t e r i a f o r ( + ) a n d . ( - ) w e l l r e s p o n s e . T h e p o in t o f
d e m a r c a ti o n o f (+ ) v . s . (- ) o c c u r s w h e r e s l o p e o f fr e q u e n c y o f o c c u r e n c e v . s . % a b s o r b a n c e
in c r e a s e c h a n g e s fr o m m i n u s t o p lu s . T h e i d e a l h i s t o gr a m f o r t h i s p u r p o s e i s V - s h a p e d .
T h e a x e s o f a g i v e n t e s t c a n b e c u m u l a ti v e l y l e n g t h e n e d o r s h o r t e n e d t o p r o d u c e t h e p o in t
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M g u r e 2. D e t e r m i n a t i o n o f (+ ) r e s u l t s b y h i s t o g r a m a n a l y s i s f o r t h e s am p l e o f 9/ 1 .
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3 5 - r
3 0
2 5
2 0 - -
1 5
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A B SO RB AN CE IN C R E A SE (% )
F i g u r e 3 . D e t e r m i n a t i o n o f (+ ) r e s u l t s b y h i s t o g r a m a n a l y s i s f o r t h e s a m p l e o f 1 0 / 28 .
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d e t e r m i n i n g (+ )
'
s a n d (- )
'
s u n d e r a n y c o n d i t i o n . T h e p l a t e r e a d e r u s e d i n t h e e x p e r im e n t s
w a s m a d e a v a il a b l e a t N o r t h C a r o l in a M e m o ri a l H o s p i t a l . T h e Wh i t t a k e r E I A 4 0 0 p l a t e
r e a d e r w a s p r o g r am m e d by h o s p i t a l p e r s o n n e l f o r u s e w i t h B i o l o g . T h e r e a d i n g s o f
a b s o r b a n c e w e r e t a k e n a t 5 5 0 n m .
,
th e c l o s e s t w a v e l e n g t h a v a i l a b l e t o 59 0 .
In o r d e r t o d e t e c t m a j o r s h i f t s in c o l o r p a t t e r n s , t h e B i o l o g p l a t e w a s d iv i d e d in t o
f o u r s y m m e t ri c a l qu a dr a n t s . T h e p e r c e n t s im i l a ri ty b e tw e e n tw o p l a t e s is e q u a l t o t h e
^ t hm e t i c m e a n o f t h e p o s i t iv e r e a c t i o n s im i l a ri t y a n d t h e n e g a t iv e r e a c t i o n s im i l a ri t y . T h e




s i d e n t i c a l i n p l a t e s A a n d B




; x 10 0* ^ " ^
( # (+ )
'
s i n A + # (+ )
'
s i n B ) / 2
T h e n e g a t i v e r e a c t i o n s im il a ri t y w a s c a l c u l a t e d :
# ( - )
'
s i d e n t i c a l i n p l a t e s A a n d B






x 10 0 .
( # ( - )
'
s i n A + # ( - )
'
s i n B ) / 2
B y s e gr e g a t in g th e t e s t r e s u l t s in t o f o u r s y mm e t ri c a l q u a d r a n ts , t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n
di f fe r e n c e s in s u b s t r a t e u t i li z a t i o n a n d o th e r in v e s t i g a t i v e t e c h n i q u e s m a y b e c o m e m o r e
a p p a r e n t . T hi s c a n b e im p o r ta n t i n c o r r e l a t i n g B i o l o g r e s u l t s w it h p l a n t o p e r a t in g
c o n d iti o n s a n d o t h e r m i c r o b i a l c h a r a c t e ri z a ti o n m e t h o d s . Su b s t r a t e s l o c a t e d i n a g iv e n
q u a d r a n t m a y s h o w p o s it iv e u t il i z a ti o n b y th e m i c r o b i a l c o mm u n i t y b u t t h e a b i li t y o f t h e
c o m m u n i t y t o u t il i z e t h e s e p a r ti c u l a r s u b s t r a t e s m a y h a v e n o d ir e c t b e a ri n g u p o n u p o n t h e
c o m m u n i t y
'
s a b il i t y t o u t il i z e t h e p ri m a r y c o n s t i t u e n t s o f c o n c e r n i n t h e w a s t e s t r e a m A
c o m p a ri s o n o f o n l y o v er a ll % s im i l a ri ti e s b e t w e e n c o m m u n i ti e s m a y in f a c t h i d e t h e r e a l
di f f e r e n c e s a n d h o w th e y c o r r e l a t e t o t h e o p e r a t io n o f t h e WWT s y s t e m .
T h e a b il i t y o f t h e Wh i t t a k e r E I A 4 0 0 t o r e p r o d u c e p e r c e n t a b s o r b a n c e i n c r e a s e
m e a s u r em e n t s i s s h o w n in T a b l e s 2 a n d 3 . T w o B i o l o g p l a t e s w e r e u s e d . P l a t e n u m b e r
o n e e x h i b i t e d 6 (+ )
'
s a n d p la t e n u m b e r t w o e x hi b it e d 5 8 (+ )
'
s . E a c h p l a t e w a s r e a d t w i c e
w i t h m i n im a l t im e e l ap se d be tw e en e a c h r e a di n g f o r e a c h p l a t e . P l a t e n u m b e r o n e sh o w s a
m a x im u m e r r o r o f 2 . 5 2 %
,
a n a v e r a g e e r r o r o f 0 . 4 4 % , a n d a s t a n da r d d e v i a ti o n o f
WEL L N U M B ER
18
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 14 15 16 17 1 8
. 2 0 1 . 10 1 . 2 0 1 1 . 6 10 . 9 0 5 . 3 0 2 . 2 0 1 2 . 5 15 . 3 0 2 . 10 1 . 3 0 2 . 4 0 2 . 10 1 . 7 0 4 . 6 0 4 . 9 0 5 1. 6 10
WE L L N UM B ER
19
. 5 0 3
20
. 6 0 4
2 1 2 2




. 2 0 1
2 5 2 6





2 9 3 0
. 3 0 2 0 . 0 0
3 1
. 4 0 2
3 2
. 4 0 2
3 3
. 4 0 2
3 4 3 5
. 10 1 . 4 0 2
WE L L N U M B ER
3 6 3 7 3 8 3 9 4 0 4 1 4 2 4 3
. 2 0 1 . 4 0 2 . 2 0 1 . 2 0 1 0 . 0 0 . 60 4 . 6 0 4 . 20 1
4 4 4 5 4 6 4 7 4 8 4 9 50 5 1 52
. 10 1 . 4 0 2 0 . 0 0 . 9 0 5 . 4 0 2 . 40 2 . 3 0 2 . 40 2 . 3 0 2
WE L L N U M B ER
5 3 54 5 5 56 57 5 8 5 9 6 0 6 1 6 2
. 3 0 2 . 50 3 . 6 0 4 . 4 0 2 . 4 0 2 . 40 2 . 4 0 2 . 50 3 . 2 0 1 . 2 0 1
6 3 6 4 6 5 66 6 7 6 8 6 9
. 3 0 2 . 3 0 2 1. 50 9 . 30 2 . 3 0 2 . 30 2 . 3 0 2
WE L L N U M B ER
7 0 7 1 7 2 7 3
. 2 0 1 . 2 0 1 . 3 0 2 . 2 0 1
7 4 7 5 7 6 7 7
. 6 0 4 . 50 3 . 4 0 2 . 2 0 1
7 8 7 9 8 0 8 1 82 83 8 4 8 5 8 6
. 4 0 2 . 6 0 4 . 6 0 4 . 6 0 4 . 30 2 . 50 3 . 3 0 2 . 50 3 1 . 4 0 9
WE L L N U M B ER
87 8 8 89 9 0 9 1 9 2 9 3 9 4 9 5 9 6
. 3 0 2 1 . 7 10 . 50 3 . 3 0 2 . 4 0 2 . 4 0 2 . 7 0 4 . 70 4 . 4 0 2 . 4 0 2
A v er a g e % e r r o r : 0 . 4 4 2
M a x im um % e r r o r : 2 . 5 1 5
St a n da r d d ev i a t i o n : 0 . 3 7 7 %
T a b l e 2 . P e r c e n t e r r o r b e tw e e n e a c h w el l r e a d i n g o f a b s o r b a n c e in c r e a s e (o v e r t h e c o n t r o l - w e ll n u m b e r 1 )
f o r d u p l i c a t e r e a d i n g s o f p l a t e n u m b e r o n e .
19
WE L L N U M B ER
2 3 4 5 6
. 9 8 8 . 9 8 8 1 . 7 0 7 1 . 9 8 8 . 53 9
7 8 9 10 1 1 1 2 13 14 1 5 16 1 7 1 8
. 8 0 9 . 9 8 8 . 3 59 . 9 8 8 1. 5 2 7 . 89 9 . 6 2 9 . 3 5 9 . 9 8 8 . 0 9 0 1. 2 5 8 . 5 39
WE L L N U M B ER
19 2 0 2 1 2 2 2 3
. 2 7 0 . 180 . 3 59 . 0 9 0 . 8 0 9
2 4 2 5 2 6 2 7 2 8 2 9 3 0
1. 7 9 7 1. 2 5 8 1 . 4 3 8 . 9 8 8 . 7 1 9 1 . 7 9 7 9 8 8
3 1 3 2 3 3 34 3 5
1 . 0 7 8 1. 0 7 8 1. 16 8 . 9 8 8 . 7 19
WE L L N U M BER
3 6 3 7 3 8 3 9 4 0 4 1 4 2 4 3 4 4 4 5 4 6 4 7 4 8 4 9 50 5 1 5 2
2 . 9 6 5 1. 3 4 8 . 9 8 8 1. 6 17 . 7 19 . 9 8 8 . 5 3 9 . 9 8 8 . 3 5 9 . 2 70 . 3 59 . 3 5 9 1 . 0 7 8 1. 16 8 . 9 8 8 0 . 0 0 . 53 9
WE L L N UM B ER
53 54 55 5 6 5 7 5 8 5 9 6 0 6 1 6 2 6 3 6 4 6 5 6 6 6 7 6 8 6 9
. 3 5 9 . 2 7 0 . 2 7 0 . 0 9 0 . 2 70 . 9 8 8 . 8 9 9 . 3 5 9 . 8 9 9 . 9 8 8 . 4 4 9 . 5 39 2 . 1 56 1 . 7 0 7 . 1 8 0 2 . 5 1 6 . 9 8 8
WE L L N U M BE R
7 0 7 1 72
. 9 8 8 . 4 4 9 . 3 5 9
7 3 7 4 7 5 7 6 7 7 7 8 7 9 8 0 8 1 8 2 8 3 8 4 8 5 86
. 2 7 0 . 6 29 1. 16 8 . 9 8 8 . 9 8 8 . 5 3 9 . 4 4 9 1 . 8 8 7 . 9 8 8 1. 5 2 7 . 9 8 8 . 3 5 9 . 9 8 8 . 4 4 9
WE L L N U M BE R
8 7 8 8 89
1. 3 4 8 1. 3 4 8 . 8 9 9
9 0 9 1 9 2 9 3 9 4 9 5 9 6
. 9 8 8 1. 2 5 8 1. 2 5 8 . 3 5 9 . 4 4 9 . 8 9 9 0 . 0 0
A v e r a g e % er r o r : 0 . 8 6 7
M ax i i m im % e r r o r : 2 . 9 6 5
St a n d a r d d e v i a ti o n : 0 . 5 4 3 %
T a b l e 3 . P e r c e n t er r o r b et w e en e a c h w e ll r e a d i n g o f a b s o r b a n c e i n c r e a s e (o v e r t h e c o n t r o l - w e l l n u m b e r 1 )
f o r d u p l i c a t e r ea d i n g s o f p l a t e n u m b e r tw o .
2 0
0 . 3 8 % . P l a t e n u m b e r t w o s h o w s a m a x im u m e r r o r o f 2 . 9 7%
,
a n a v e r a g e e r r o r o f 0 . 8 7 % ,
w i t h a st a n d a r d d e v ia t i o n o f 0 . 5 4 % . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e Whi t t a k e r E I A 4 0 0 c a n
r e p r o d u c e r e a d i n g s o f a b s o r b a n c e in c r e a s e w i t h l e s s t h a n 5 . 0 % e r r o r .
T h e a b i li ty o f t h e B i o l o g t i t r e p l a t e s t o g iv e r e p r o d u c e a b l e r e s u l t s f o r a c o m p o s i t e
c o m m u n i t y i s s h o w n in T a bl e 4 . D u p l i c a t e B i o l o g t i t r e p l a t e s w e r e p r e p a r e d f o r t h e
c o m p o s it e c o mm u n i t y s a m p l e s o f 9/ 1/ 9 2 a n d 9 / 1 5/9 2 . T h e du p l i c a t e p l a t e s w e r e p r e p a r e d
b y t a k i n g o n e w a s h e d p e l l e t fr o m e a c h s a m p l e a n d d il u t in g e a c h w i t h e n o u g h d il u e n t
(dH 2 0 ) t o g iv e th e p r o p e r v o l u m e n e c e s s a r y t o i n o c u l a t e t w o r e s p e c t i v e p l a t e s . T h e 9 / 1
du p li c a t e s s h o w a n o v e r a l l % s im il a ri t y o f 9 3 . 6 5 . Wh e n b r o k e n d o w n by qu a d r a n t s , t h e
m i n im i u n % s im i l a ri ty w a s 9 0 . 6 3 , t h e a v e r a g e % s im i l a ri t y w a s 9 3 . 2 2 , w i t h a s t a n d a r d
d e v i a t i o n o f 2 . 3 4 % . T h e 9/ 1 5 d u p li c a t e p l a t e s s h o w a n o v e r a l l % sim i la ri t y o f 9 2 . 8 2 .
W h e n b r o k e n d o w n by qu a d r a n t s , t h e m i n im u m % s im i l a ri t y w a s 8 7 3 7 , t h e a v e r a g e %
s i m i l a ri t y w a s 9 2 . 3 0 , w it h a s t a n d a r d de v i a t i o n o f 3 . 1 8 % . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t B i o l o g
s t a t e s t h a t w h e n i d e n t i fy i n g s p e c i e s o f b a c t e ri a w i t h t h e i r sy s t em , a kn o w n s p e c i e s w i ll g iv e
t h e a p p r o p ri a t e (+ ) o r ( - ) r e s p o n s e in a g iv e n w e l l 9 0 . 0 0 % o f t h e t im e o r g r e a t e r . T h e
c o m b i n e d r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e o v e r a ll s im i l a ri t y o f t h e t w o s e t s o f d u p li c a t e p l a t e s
r e p r o du c e d a t a l e v e l o f 9 3 . 2 4 % w i th a s t a n d a r d d e v i a t i o n o f 0 . 4 2 % . T h i s i s w e l l w i t h i n
t h e p a r a m e t e r s e s p o u s e d by B i o lo g I n c .
T h e e f fe c t o f t w o d i l u e n t s u p o n c o l o r d e v e l o p m e n t w a s t e s t e d o n th e c o m p o s it e
c o mm u n i t y a n d a k n o w n s p e c i e s (E . c o li ) . T h e t w o di l u e n t s w e r e dH ^ O a n d 6 % N a C l .
T h e n o r m a l o p e r a t i n g e n v i r o n m e n t o f t h e B i o x s y s t e m i s ~ 6 % s a l t . T h e e f fe c t o f t h e t w o
d il u e n t s u p o n di e B i o lo g r e s u l t s f o r t h e c o m p o s i t e c o m m u n i ty w as t e s t e d o n th e 10/ 2 8 /9 2
s a m p l e . T h e u s e o f dH 2 0 g a v e 2 4 (+ )
'
s w h e r e a s t h e u s e o f 6 % N a C l g a v e 1 4 ( f )
'
s w h e n
u s i n g t h e 4 0 % a b s o r b a n c e i n c r e a s e c ri t e ri o n . I f t h e hi s t o g r a m a n a l y s i s f o r ( + ) o r ( - )
d e t e r m i n a t i o n i s p e r f o r m e d , t h e d H 2 0 r e s u l t s r e m a i n t h e s a m e b u t th e 6 % N a C l r e s u lt s i n
2 2 ( + )
'
s . T a b l e 5 s h o w s t h e % s im i l a ri t y b e t w e e n t h e t w o s a m p le s u s i n g t he hi s t o g r a m
a n a l y s i s t o b e 5 6 . 9 7 % T hi s i n d i c a t e d t h a t m u c h b e t t e r c o l o r d e v e l o p m e n t o c c u r r e d u s i n g
D U PU C A T E % SIM I L A Rm '
P L A T E Q U A D R A N T
C OM P A R I S O N 1 2 3 4 O V E R A L L
9 / 1 9 L 16 9 5 . 6 5 9 5 . 4 5 9 0 . 6 3 9 3 . 6 5
P l a t e A - 52 + ' s
P l a t e B - 50 + ' s
9 / 1 5 9 5 . 0 5 8 7 . 3 7 9 1 . 6 1 9 5 . 15 9 2 . 8 2
P l a t e A - 64 + ' s
P l a t e B - 6 4 + ' s
9 / 1 a n d 9 / 1 5 9 3 . 1 1 9 1. 5 1 9 3 . 5 3 9 2 . 8 9 9 3 2 4
R e s u l t s
C o m b i n e d
T a b l e 4 . P e r c e n t s im i l a r i t y c o m p a r i s o n f o r d u p l i c a t e p l a t e s o f c o m p o s i t e c o n m i u n i t ie s
2 2
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Q U AD R A N T
S A IVl P L E # ( + Ys 1 2 3 4 O V E R A L L
10 / 2 8 (dH 2 0 ) 2 4
v . s . 6 7 . 3 4 5 2 . 5 3 4 0 . 0 0 5 5 . 0 0 56 . 9 7
10 /2 8 (6% N a C l ) 2 2
T a b l e 5 . C o m p a ri s o n o f B i o l o g r e s u l t s u s ii ^ dH 2 0 a n d 6% N a C l a s di l u e n t s f o r a
c o m p o s i t it e c o m m u n i t y .
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( IH 2O a s th e di l u e n t f o r t h e c o m p o s i t e c o m m u n i t y . A H o t h e r c o m p a ri s o n s b e tw e e n
c o m p o s i t e c o m m u n i t i e s w e r e p e r f o n n e d u s i n g dH 2 0 a s t h e d il u e n t f o r B i o l o g i n o c u l a t io n .
T h e b a s i c p r o c e d u r a l a d a p t a t i o n s a n d e q u i pm e n t s u b s t i t u t i o n s w e r e t e s t e d u s i n g a
kn o w n s p e c i e s , E . c o l i . T h is s p e c i e s w a s s e l e c t e d b e c a u s e t h e B i o l o g p r o fi l e o b t a i n e d
c o u l d b e p l a c e d in t o a d e m o n s t r a t i o n c o m p u t e r da t a b a s e o f 2 0 s p e c i e s t h a t w a s a v a i l a b l e
fi :" o m B i o l o g In c . T h e a b i l i ty o f B i o l o g t o i d e n ti fy E . c o l i u s i n g 0 . 8 5 % s a l i n e (B i o l o g
'
s
s u g g e s t e d di l u e n t ) i s s h o w n in t h e B i o l o g c o m p u t e r p r i n t o u t 1 (A p p e n d ix A ) . T h e p r in t o u t
r e v e a l s t h a t B i o l o g i d e n t i fi e d t h e s p e c i e s a s E . c o l i F w i t h o n ly 1 o f 9 5 w e ll s n o t a n e x a c t
m a t c h . T h e e f fe c t o f t h e t w o d il u e n t s u p o n t h e a b il it y o f B i o l o g t o i d e n t i fy E . c o l i w a s t h e n
t e s t e d . T h e r e s u l t s a r e s h o w n in t h e B i o l o g c o m p u t e r p r in t o u t s 2 a n d 3 (A p p e n di c e s B a n d
C ) . U s i n g dH 2 0 a s t h e d il u e n t r e s u l t e d i n B i o l o g i d e n t i fy i n g t h e s p e c i e s a s E . c o l i w it h 4 o f
9 5 w e l l s n o t m a t c h i n g . U s i n g 6 % N a C l a s t h e di l u e n t r e s u l t e d in B i o lo g n o t b e in g a bl e t o
i d e n t ify t h e s p e c i e s w i t h 14 o f 9 5 w e ll s n o t m a t c hi n g . T h e % s im i l a ri f y b e t w e e n e a c h o f
t h e r e s u lt a n t p r o fi l e s a n d t h a t o f a p e r f e c t m a t c h i s s h o w n in T a b l e 6 . T h e i n a b il i t y o f
B i o l o g t o i d e n t i fy E . c o li u s in g 6 % N a C l a s th e di l u e n t c o u l d b e du e t o i n t e r f e r e n c e o f t hi s
s a l t c o n c e n t r a t i o n u p o n t h e c h em is t r y o f c o l o r d e v e l o p m e n t (w hi c h d o e s n o t a ^ e e w i t h t h e
is o l a t e r e s u l t s w hi c h f o l l o w i n T a b l e 7 ) o r d u e t o i n t e r f e r e n c e o f t hi s s a l t c o n c e n t r a t i o n
u p o n t he m e t a bo l is m o f E . c o l i . T h e r e s u lt s o f t h e p r e c e d i n g e x p e ri m e n ts i n d i c a t e d t h a t t h e
b a s i c p r o c e d u r a l a d a p t a t i o n s a n d e q u ip m e n t s u b s t i t u t i o n s u s e d t o o b t a in B i o l o g p r o f i l e s f o r
t h e c o m p o s i t e c o m m u n i t i e s w e r e s o u n d .
Pr e p a r a t i o n O f I n o c u l u m F o r I s o l a t e s F r o m T h e D O W R e a c t o r : T h e c h a r a c t e r i 2 a t i o n
o f is o l a t e s w it hi n t h e B i o x sy s t e m p o s e d p r o b l e m s . A s i rf fi c i e n t am o u n t o f g r o w t h c o u l d
n o t a l w a y s b e o b t a i n e d w it h i n 4 8 h o u r s u s i n g t h e T S A (T r y p t i c S o y A g a r ) p la t e s
p r e s c ri b e d by B i o l o g . T h e o v e r a l l i n i ti a l r e s u l ts i n d i c a t e d t h a t m o s t o f t h e i s o l a t e s r e q u ir e d
m a t e ri a l s p r e s e n t in t h e B io x s y s t e m t o p r o d u c e t h e r e q u ir e d a m o u n t o f g r o w t h w it h in 2 4
-
4 8 h o u r s (H e n n y , 1 9 9 3 ) . A n a t t e m p t w a s m a d e u s i n g T r y p t i c S o y B r o t h t o g r o w t he
is o la t e s . T h e B i o x m a t r i x (fi l t e r e d w it h W h a t m a n #4 p a p e r , a u t o c l a v e d B i o x s u s p e n s i o n )
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B i o l o g E . c o l i F
d a t a b a s e
E . c o U (dH 2 0 )
v . s .
B i o l o g E . c o li F
d a t a b a s e
E . c o U (6 % N a C l )
v . s .
B i o l o g E c o li F
d a t a b a s e
Q U A D R A N T
7 7 . 5 8 7 8 . 8 4
4 O V E R A L L
10 0 . 0 0 10 0 . 0 0 10 0 . 0 0 9 5 . 15 9 8 . 8 3
8 8 . 7 3 1 0 0 . 00 9 5 . 6 5 9 4 . 7 3 9 5 . 0 4
8 7 . 3 7 87 . 3 7 82 . 9 2
T a b l e 6 . T h e e f fe c t o f di l u e n t u p o n p e r c e n t sim i l a r it y u s in g a kn o w n s p e c i e s a n d B i o l o g
d a t a b a s e .
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w a s s u b s t i t u t e d f o r d H 2 0 in th e T SB p r e p a r a t i o n . T h e B i o x m a t r ix w a s p r e p a r e d by
fi l t e ri n g t h e a c t i v a t e d sl u (%e s u s p e n s i o n t hr o i ^ # 4 Wh a t m a n p a p e r . T h e fi l t r a t e w a s t h e n




C a n d D w e r e a r b i t r a r i ly c h o s e n t o d e t e r m i n e i f t h e u s e o f
b r o t h w o u l d b e a b e t t e r g r o w t h m e d i u m f o r th e i s o la t e s . E a c h i s o l a t e w a s p l a c e d i n t o 1 0
m l o f t h e T S B a n d i n c u b a t e d f o r ~ 12 h o u r s a t 3 6* C . T h i s 1 0 m l w a s t h e n a d d e d t o 1 5 m l
o f fi -e s h T SB a n d i n c u b a t e d f o r a n a d d i t i o n a l ~ 8 h o u r s a t 3 6 * C . T h e r e s u l t in g 2 5 m l w e r e
c e n t r t fi i g e d a t 12 , 0 0 0 X G f o r l O m i n u t e s t o p r o d u c e a c o m p a c t p e l l e t . T h i s p e l l e t w a s
w a s h e d 3 X w i t h d H 2 0 a n d d il u t e d t o a n O . D . o f 0 . 2 f o r B i o l o g in o c u l a t i o n . N o B i o l o g
p r o fi l e s c o u l d b e o b t a in e d by th i s p r o c e du r e (0 p o s i t i v e r e a c t i o n s ) . A n o t h e r g r o w t h
m e d i u m t e s t e d w a s T SR p la t e s p r e p a r e d by u s i n g T S A a n d s u b s t i t u t i n g B i o x m a t r ix f o r
dH 2 0 . T h e i s o l a t e s 9 9 2 - A , B , C a n d D w e r e a g a i n s e l e c t e d f o r t e s t in g . E a c h i s o l a t e w a s
s t r e a k e d o n t o a r e s p e c t iv e p l a t e a n d in c u b a t e d u p t o 4 8 h o u r s a t 3 6
° C . T h e c e ll s w e r e
h a r v e s t e d by u s i n g a s t e ri l e c o t t o n s w a b a n d p l a c in g th e c e ll s i n t o 2 0 m l o f di l u e n t o b ta in a n
O . D . o f 0 . 2 f o r B i o l o g i n o c u l a t i o n . A d e t e r m i n a ti o n o f t h e e f f e c t o f t w o d i l u e n t s u p o n t h e
B i o l o g c o l o r d e v e l o p m e n t f o r t he s e i s o l a t e s w a s a l s o p e r f o r m e d a t t h i s tim e . I s o l a t e 9 9 2 - D
di d n o t p r o v i d e su fi c i e n t g r o w th a ft e r 4 8 h o u r s f o r B i o lo g i n o c u l a ti o n . T h e i s o l a t e s 9 9 2 - A .
B a n d C w e r e i n o c u la t e d u s i n g dH 2 0 a s t h e d i l u e n t . T h e s am e is o l a t e s w e r e a l s o
in o c u la t e d u s i n g 6 % N a C l a s t h e d il u e n t . T h e b e s t c o l o r d e v e l o pm e n t o c c u r r e d u s in g 6 %
N a C l . T h e r e m a i n i n g i s o l a t e s w e r e p r o fi l e d u s in g 6 % N a C l a s t h e d i l u e n t f o r t h e
i n o c u l u m . T h e r e s u l t s a r e s h o w n i n T a b l e 7 . T h e bi o l o g c o l o r w a s f a in t f o r a l l o f th e
i s o l a t e s e x c e p t 9 9 2 - C a n d r e q u i r e d t h e u s e o f hi s t o g r a m s t o d e t e r m i n e { + ) a n d ( - ) . T h e
r e s u l t s i n di c a t e d th a t t h e b e s t p r o c e du r e t e s t e d f o r o b t a i i u n g B i o l o g p r o fi l e s f o r t h e i s o l a t e s
w a s : 1 ) T SR p l a t e s f o r t h e g r o w t h m e d i u m a n d 2 ) 6 % N a C l a s t h e d i lu e n t .
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# P O S I T I V E S
D I L U E N T
I SO L A T E 6 % N a C l
_M 2p _
9 9 2 - A 15 5
9 9 2 - B 16 6
9 9 2 - C 13 8
9 9 2 - D
99 2 - E 13
9 9 2 - F 13
9 9 2 - G
9 9 2 - H
9 9 2 - 1
9 9 2 - J 1 4
— I n s u fi Bc i e n t g r o w th t o p e r f o r m B io l o g
T a b l e 7 . P o s i t iv e B i o l o g r e s u l t s f o r t h e i s o l a t e s o f 9 / 1/ 9 2 .
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T h e f a c t t h a t a li m i t e d n u m b e r o f p l a t e s c o u l d b e r e a d w i t h a n y gi v e n s a m p l e
( a g r e e m e n t w i t h D r . B o d r e a t N o r t h C a r o l i n a M em o r i a l H o s p i t a l ) d i c t a t e d t h a t th e
p r o c e d u r e s o f s a m p l e p r e p a r a t i o n a n d r e a di n g o f r e s u l t s b e t h o r o u g hl y in v e s t i ga t e d p r i o r t o
i n i t i a t i o n o f t h e s t u d y . T h i s w a s a c c o m p l i sh e d by p e r s o n a l c o m m u n i c a t io n w i t h r e s e a r c h e r s
c u r r e n t l y u s i n g B i o l o g a n d w i t h B i o l o g , I n c .
Si i m m a r y o f M e t h o d D e v e l o pm e n t :
P r e p a r a ti o n O f In o c u l u m : B i o l o g I n c . (B o c hn e r a n d L a r s e n ) s t a t e d th a t t h e m m i b e r o f
b a c t e r i a i n t h e in o c u l u m s h o u l d b e — 10 ^ c e l ls / m l . T h i s w a s a c c o m p l i s h e d b y em p i r i c a l
da t a u s i n g a n H i t a c hi U - 2 0 0 0 a n d A O D C r e s u l t s . I n o r d e r t o br e a k u p th e c li m i p s o f
a c ti v a t e d s l u d g e , t h e s a m p l e s h o u l d b e p l a c e d i n a W a ri n g b l e n d e r f o r t h r e e (1 0 s e c . ) b u r s t s
an d w a s h e d i n d e c r e a s i n g s a l t c o n c e n t r a ti o n s (P f a e n d e r ) . K e l l o g g (U n i v o f I d a h o ) s t a t e d
t h a t t h e c e l l s s h o u l d b e w a s h e d 3 x t o r em o v e e x c e s s i v e o r g an i c s t h a t p r o d u c e f a l s e
p o s i ti v e s .
R e a d in g O f R e s u lt s : B i o l o g I n c . ( B o c h n e r , 1 9 9 2 ) s t a t e d t h a t u s u a l l y t h e p o i n t o f
d em a r c a ti o n f o r a (+ ) t e s t r e s u l t c o u l d b e i n t r e p r e t e d a s a n a b s . r e a d in g o f 4 0 % g r e a t e r t h a n
t h e c o n t r o l . F u r t h e r c o n v e r s a ti o n s (L a r s e n ) r e v e a l e d t h a t t h e B i o l o g i d e n t ifi c a ti o n s y s t e m
u s e s hi s t o g r a m a n a l y s i s o f a b s o r b a n c e v a l u e s t o de t e r m in e (+ ) a n d (- ) t e s t r e s u l t s . U n l e s s
t h e c o l o r d e v e l o pm e n t i s f a i n t , t h e 4 0% i n c r e a s e o f a b s . w i t h r e f e r e n c e t o t h e c o n t r o l w e l l
i s s a ti s f a c t o r y .
A n a n a l y s i s o f t h e B i o l o g r e s u l t s f o r t h e c o m p o s i t e c o m m u n i ti e s w a s p e r f o r m e d
u s i n g t h e p e r c e n t s im il a ri ti e s a s d e fi n e d . A n o t h e r a n a ly s i s w a s p e r f o r m e d c o m p a ri n g t h e
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p h y s i o l o g i c a l c a p a b i l i t i e s o f e a c h c o m p o s i t e c o m m u n i t y a s t e s t e d p e r B i o l o g . T h is a n a ly s i s
i s il lu s t r a t e d by th e u s e o f m a th e m a t i c a ll y c o r r e c t V e n n di a g r am s . E a c h V e n n di a g r am i s a
p i c t o r ia l r e p r e s e n t a t io n o f a s e t a n a l y s i s u s i n g t h e m e t a b o l i c c a p a b i li t i e s o f t h e c o mm u n i t i e s
a s t h e s e t e l e m e n t s . F o r t h i s s t u d y , t h e s e t a n a l y s is c o n s i s t e d o f 1 ) th e u n i v e r s a l s e t w h i c h
i s t h e t o t a l n u m b e r o f r e a c t i o n w e Us p r e s e n t (t h e a r e a o f t h e s q u a r e ) , 2 ) t h e n u m b e r o f
p o s i t i v e r e a c t i o n s o f t h e c o m m u n i t y f o r a g i v e n s ^u n p l e da t e (t h e a r e a o f t h e r e p r e s e n t a ti v e
c i r c l e ), 3 ) t h e n u m b e r o f p o s i ti v e r e a c ti o n s c o m m o n b e t w e e n t h e c o m m u n i ti e s f o r g iv e n
s a m p l e d a t e s (t h e a r e a o f o v e r l a p b e t w e e n t h e r e p r e s e n t a ti v e c ir c l e s ) , 4 ) t h e n u m b e r o f
p o s i ti v e r e a c ti o n s e x c l u s iv e f o r a c o m m i m i t y f o r a g iv e n s a m p l e d a t e (t h e a r e a o f t h e
r e p r e s e n t a t i v e c ir c l e w it h n o o v e r l a p ) a n d 5) t h e n u m b e r o f n e g a t i v e r e a c ti o n w e l l s
c o m m o n t o a l l c o m m u n i ti e s t e s t e d (t h e u n i v e r s a l s e t o r a r e a o f t h e s q u a r e m i n u s t h e a r e a
c o n t a i n e d i n t h e c i r c l e s ) . T h e V e n n a n a ly s i s v i s u a Qy e x p r e s s e s 1 ) h o w t h e m e t a b o li c
c a p a b i li ti e s o f t h e in d i v i d u a l c o m m u n i ti e s di f f e r i n s i z e , 2 ) t h e o v e r l a p o f i d e n ti c a l
c a p a b il i ti e s a n d 3 ) sh i f t s i n m e t a b o l i c c a p a b i li ti e s . T h e m a t h e m a ti c a l a c c u r a c y o f t h e
d i a g r a m d e c r e a s e s a s th e n u m b e r o f c i r c l e s a n d t he di f f e r e n c e in a r e a o f t h e c ir c l e s
i n c r e a s e s . T h e u s e o f b o t h p e r s p e c ti v e s s h o u l d g i v e a b e t t e r e x a m i n a ti o n o f h o w t h e
c o m p o s i t e c o m m u n i t y c h a n g e s t h r o u g h t im e . T h e a n a l y s i s o f t h e B i o l o g r e s u l t s f o r t h e
i s o l a t e s i n v o l v e d d e fi n in g t h e B i o l o g p r o fi l e a n d p e r f o r m i n g t h e s am e p e r c e n t sim i la ri t y a n d
p h y s i o l o g i c a l c o m p a ri s o n a s f o r t h e c o m p o s i t e c o m m u n i t y .
A n a t t e m p t w a s m a de t o c o r r e l a t e t h e t e m p o r a l c h a n g e s d e t e c t e d b y B i o l o g w it h
t h o s e d e t e c t e d b y m o r e c o n v e n ti o n a l m e t h o d s . T h e m o r e c o n v e n ti o n a l m e th o d s w e r e
A O D C
, g r o w th r e s u l t s o n di f f e r e n t m e d i a , a n d t u r n o v e r ti m e s f o r t h e p ri n c i p a l s u b s t r a t e s
(e t hy l e n e g ly c o l a n d pr o p y l e n e g l y c o l ) i n t h e B i o x s y s t e m (H a l l , 1 99 3 ; H e n n y , 1 9 9 3 ) .
A c o m p a r a ti v e a n a ly si s o f p e r c e n t s im i l a ri ti e s d e p i c ti n g t h e t e m p o r a l c h a n g e s i n t h e
c o m p o s i t e c o n m i u n i t y a s d e t e c t e d by B i o l o g is s h o w n in F i g u r e 4 a n d T a b l e 8 . T h e o v e r a l l






9 /3 0 a n d 1 1/ 1 3 r a n g e d fr o m 6 8 . 66 t o 7 6 . 82 . T h e
a v e r a g e % s im i l a ri t y w a s 7 3 . 17 w i t h a s t a n da r d d e v i a ti o n o f 2 . 8 9 % . T h i s i n d i c a t e d t h a t
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S A MP L E
C OM P A R I S O N 1
% SIM IL A R n T
O U A D R A N T
O V E R A L L
9/ 1 v . s . 9 / 1 5 6 9 . 3 4
9/ 1 v . s . 9 /3 0 7 8 . 1 0
9 / 1 v . s . 1 0/ 2 8 4 5 . 4 2
9 / 1 v . s . 1 1/ 1 3 6 9 . 7 0
52 . 0 9
6 5 . 6 1
4 1. 1 1
7 8 . 8 4
7 4 . 2 9
7 0 . 7 9
4 3 . 9 8
7 6 . 8 9
79 . 8 4
6 9 . 5 1
4 9 . 6 6
6 7 . 9 2
6 9 . 0 1
7 1. 5 7
4 2 . 5 5
7 4 . 56
9 / 1 5 v . s . 9 / 1 6 9 . 3 4
9 / 1 5 v . s . 9 /3 0 7 7 . 3 1
9 / 1 5 v . s . 10 /2 8 56 . 4 4
9 / 1 5 v . s . 1 1/ 13 9 5 . 3 4
5 2 . 0 9
6 4 . 4 5
3 6 . 5 1
6 4 . 4 5
7 4 . 2 9
7 8 . 8 0
3 6 . 9 7
50
. 0 0
7 9 . 8 4
7 8. 2 2
4 1 . 2 6
7 6 . 4 9
6 9 . 0 1
7 5 . 3 4
4 4 . 9 7
7 1 . 73
9 / 3 0 v . s . 9 / 1 7 8 . 10
9 / 3 0 v . s . 9/ 1 5 7 7 . 3 1
9 / 3 0 v . s . 1 0 /2 8 6 4 . 6 2
9 / 3 0 v . s . 1 1/ 13 7 8 . 10
6 5. 6 1
6 4 . 4 5
6 0 . 8 0
83 . 2 2
7 0 . 7 9
7 8 . 8 0
4 9 . 4 8
5 3 . 4 4
6 9 . 5 1
7 8 . 2 2
4 9 . 9 1
7 8 . 89
7 1 . 5 7
7 5 . 3 4
5 8 . 2 2
7 3 . 5 5
10 / 2 8 v . s . 9 / 1 4 5 . 4 2
10 / 2 8 v . s . 9 / 1 5 56 . 4 4
10 / 2 8 v . s . 9 /3 0 6 4 . 6 2
10 / 2 8 v . s . 1 1/ 13 57 . 0 2
4 1 . 1 1
3 6 . 5 1
6 0 . 80
4 3 . 3 8
4 3 . 9 8
3 6 . 9 7
4 9 . 4 8
1 9 . 5 8
4 9 . 6 6
4 1 . 2 6
4 9 . 9 1
4 9 . 7 4
4 2 . 5 5
4 4 . 9 7
5 8 . 2 2
4 2 . 4 4
1 1 / 1 3 v . s . 9 / 1 6 9
.
7 0
1 1/ 1 3 v . s . 9 / 1 5 9 5 . 3 4
1 1 / 1 3 v . s . 9 / 3 0 7 8 . 1 0
1 1/ 1 3 v . s . 10/ 2 8 5 7 . 0 2
7 8 . 8 4
6 4 . 4 5
8 3 . 2 2
4 3 . 3 8
7 6 . 8 9
7 8 . 8 0
53 . 4 4
19 . 5 8
6 7 . 9 2
7 8. 2 2
7 8 . 8 9
4 9 . 7 4
7 4 . 56
7 5 . 3 4
7 3 . 5 5
4 2 . 4 4
T a b l e . 8 P e r c e n t s im il a ri t y c o m p a ri s o n s b e t w e e n c o m p o s i t e c o m m u n i t i e s .
3 1
t h e s e c o i rn n u n i ti e s w e r e di f f e r e n t fr o m e a c h o t h e r , b u t t h e % s im i l a ri t i e s o f t h i s g r o u p i n g o f
c o m m u n i t i e s t o e a c h o t h e r w a s g r e a t e r t h a n t o t h e c o m m i m i t y o f 10 /2 8 . T h e o v e r a l l %
s im i l a ri t y o f 1 0 /2 8 t o t h e o t h e r c o m m u n i t i e s r a n g e d fr o m 4 2 . 4 4 t o 5 8 . 2 2 . T h e a v e r a g e %
s im i l a ri t y t o t h e o th e r c o m m u n i t i e s w a s 4 7 . 4 4 , w i t h a s t a n d a r d d e v i a t i o n o f 5 . 8 9 % . T h i s
i n d i c a t e d th a t t h e c o m m u n i t y o f 10 / 2 8 w a s s i g n i fi c a n t ly di f f e r e n t fr o m t h e o t h e r s t e s t e d .
A c o m p a r a t i v e a n a l y s i s o f t h e ph y s i o l o g i c a l c a p a b i li t i e s o f e a c h c o m m xm i t y a s
t e s t e d p e r B io l o g i s s h o w n in T a b l e 9 a n d F ig u r e 5 . T h e V e n n di a g r a m s s h o w th a t t h e




9 / 1 5
,
9/ 3 0 a n d 10 / 13 h a d s im i l a r p hy s i o l o g i c a l c a p a b il it ie s . T h e
c o m m u n i t y o f 10 /2 8 h a d s i g n i fi c a n t l y f e w e r p hy s i o l o g ic a l c a p a b il i t ie s o v e r a l l a n d
s ig n i fi c a n t l y f e w e r c a p a b il i t ie s c o m m o n t o t h e o t h e r c o m m u n i ti e s . T hi s a l s o in di c a t e d t h a t
t h e c o m m u n i t y o f 10 /2 8 w a s si g n i fi c a n t l y di f f e r e n t fr o m t h e o t h e r s t e s t e d .
A n a n a l y s i s o f % s im i l a ri t y a s t e st e d p e r B i o l o g i n qu a d r a n t 4 M i d % sim i l a ri t y o f
e t hy l e n e g ly c o l t u r n o v e r ti m e s (H a l l , 1 99 3 A p p e n d ix D ) i s s h o w n in T a bl e 10 a n d F i gu r e s 6
- 1 3 . T h e p e r c e n t s im i l a ri ty o f e t h y l e n e g ly c o l t u r n o v e r ti m e s w a s c a l c u l a t e d a s a n u m e ri c a l
s im i l a ri t y . G i v e n th a t x = t u r n o v e r ti m e g a m p i g x ' ' " ^ y
~ t u r n o v e r ti m e g g n ^ p je y a n d x a y ,
t h e % n u m e ri c i d s im i la ri t y b e t w e e n t h e t u r n o v e r t im e s w a s c a l c u l a t e d :
y
% n u m e ri c a l s im i l a ri t y
- — x 10 0 .
X
F i g u r e s 6 - 9 d o n o t i n c l u d e t h e s a m p l e o f 1 0 / 2 8 . T h e s e g r a p h s i n d i c a t e a t r e n d . A s th e %
s im i l a ri t y p e r B i o l o g in c r e a s e s , s o d o e s t h e % s im i l a ri t y b e tw e e n E G t u r n o v e r ti m e s . T hi s
t r e n d h e l d t r u e 10 0 % o f th e ti m e . F i gu r e s 10 - 14 i n c l u d e t h e s am p l e o f 10 / 2 8 . T h e t r e n d
h e l d t r u e ~ 80 % o f th e ti m e . T hi s i n d i c a t e d t h a t t he s am p l e o f 10 /2 8 w a s s i gn i fi c a n t l y
d i f fe r e n t fr o m th e o t h e r s a m p le s . C o m p a ri s o n s o f % s im i l a ri t y a s t e s t e d b e tw e e n B i o l o g
a n d a m i n o a c i d t u r n o v e r ti m e s a n d B i o l o g a n d p r o py le n e g l y c o l t u r n o v e r ti m e s a r e s h o w n
i n T a b l e 1 1 . I f t h e s a m p l e o f 10 /2 8 i s n o t in c l u d e d , a t r e n d o c c u r s 7 5 % o f th e t im e in
q u a d r a n t 2 f o r P G t u rn o v e r t im e s a n d 7 5 % o f t h e t im e in q u a d r a n t 3 f o r am i n o a c i d ( A A )
t u r n o v e r ti m e s . T h e r e s e a r c h o f J . H a ll i n d i c a t e d a d e c r e a s e in E G t u r n o v e r t im e s a s t h e
3 2
SA M PL E D A T E # PO S I T I V E S
8 / 18 5 0
9/ 1 52
9 / 1 5 6 4
9 / 3 0 4 2
10 / 2 8 2 4
1 1/ 13 6 2
S A MP L E C O M PA R I SO N # I DE N T I C A L PO SI T IV E S
8 / 1 8 v . s . 9 / 1 4 0




9 / 1 5 4 5
8/ 1 8 v . s . 9 / 3 0 3 5
8/ 1 8 v . s . 1 0/ 2 8 14
8/ 1 8 V . S . 1 1/ 13 4 1
9 / 1 V . s . 8 / 1 8 4 0
9/ 1 v . s . 9 / 1 5 4 4
9/ 1 v . s
.
9 /3 0 3 3
9 / 1 v . s . 1 0 /2 8 1 1
9/ 1 v . s . 1 1/ 13 4 3
9 / 1 5 v . s 8 / 1 8 4 5
9 / 15 v . s . 9 / 1 4 4
9 / 1 5 v . s . 9 / 3 0 4 2
9 / 1 5 v . s . 10 / 2 8 1 8
9 / 1 5 v . s . 1 1/ 1 3 5 1
9/ 3 0 v . s . 8 / 1 8 3 5
9 /3 0 v . s . 9 / 1 3 3
9 /3 0 v . s . 9 / 1 5 4 2
9 /3 0 v . s . 10 / 2 8 1 5
9 /3 0 v . s . 1 1 / 1 3 3 9
10 / 2 8 v . s . 8 / 1 8 14
10 / 2 8 v . s . 9 / 1 1 1
10/ 2 8 v . s . 9 / 1 5 1 8
1 0 / 2 8 v . s . 9 /3 0 1 5
1 0/ 2 8 v
. s . 1 1/ 13 1 5
T a b l e 9 . P o s i ti v e B i o l o g r e s u l t s c o m p a ri s o n f o r c o m p o s i t e c o m m u n i t ie s .
3 3





V x \ \
\ \ \
/
F i g u r e 5 . P o s i t i v e B i o l o g r e s u l t s c o m p a r i s o n
f o r c o m p o s i t e c o m m u n i t i e s .
3 4
S A M P L E
C OM P A R I S O N
% S IM IL A R I T Y
B I O L O G
O U A D R A M T
% S IM IL A R I T Y
E G
T U R N O V E R
O V E R A L L T I M E S
9 / 1 v . s . 9 / 15
9 / 1 v . s . 9 / 3 0
9 / 1 v . s . 1 0 / 2 8
9 / 1 v . s . 1 1/ 13
6 9
. 3 4
7 8 . 1 0
4 5 . 4 2
6 9 . 7 0
5 2 . 0 9
6 5 . 6 1
4 1 . 1 1
7 8 . 8 4




4 3 . 9 8
7 6 . 89
7 9 . 8 4
6 9 . 5 1
4 9 . 6 6
6 7 . 9 2
6 9 . 0 1
7 1 . 5 7
4 2 . 5 5
7 4 . 56
5 8 . 3 3
2 5 . 6 6
13 . 9 1
17 . 8 6
9/ 15 v . s . 9 / 1 6 9 . 3 4 52 . 0 9 7 4 . 29 7 9 . 8 4 6 9 . 0 1 5 8 . 3 3
9 / 1 5 v . s . 9 /3 0 7 7 . 3 1 6 4 . 4 5 7 8 . 8 0 7 8 . 2 2 7 5 . 3 4 4 3 . 8 2
9 / 1 5 v . s . 1 0 /2 8 5 6 . 4 4 3 6 . 5 1 3 6 . 9 7 4 L 2 6 4 4 . 9 7 2 3 . 8 4
9/ 1 5 v . s . 1 1/ 1 3 9 5 . 3 4 6 4 . 4 5 50 . 00 7 6 . 49 7 1 . 73 3 0 . 62
9 / 3 0 v . s . 9 / 1 7 8 . 1 0 6 5 . 6 1 70 . 7 9 6 9 . 5 1 7 1 . 5 7 2 5 . 6 6
9/ 3 0 v . s . 9 / 1 5 7 7 . 3 1 6 4 . 4 5 7 8 . 8 0 7 8 . 2 2 7 5 . 3 4 4 3 . 8 2
9 / 3 0 v . s . 10 / 2 8 6 4 . 6 2 6 0 . 8 0 4 9 . 4 8 4 9 . 9 1 5 8 . 2 2 5 4 . 4 0
9/ 3 0 v . s . 1 1/ 13 7 8 . 10 83 . 2 2 53 . 44 7 8 . 8 9 7 3 . 5 5 6 9 . 8 6
10/ 2 8 v . s . 9 / 1 4 5 . 4 2 4 1 . 1 1 4 3 . 9 8 4 9
. 6 6 4 2 . 5 5 13 . 9 1
10/ 2 8 v . s . 9 / 15 5 6 . 4 4 3 6 . 5 1 3 6 . 9 7 4 1. 2 6 44 . 9 7 2 3 . 8 4
10 / 2 8 v . s . 9 / 3 0 6 4 . 6 2 6 0 . 8 0 4 9 . 4 8 4 9 . 9 1 5 8 . 2 2 5 4 . 4 0
10 / 2 8 v . s . 1 1 / 13 5 7 . 0 2 4 3 . 3 8 19 . 5 8 4 9 . 7 4 4 2 . 4 4 7 7 . 8 7
1 1/ 1 3 v . s . 9 / 1 6 9 . 7 0 7 8 . 84 7 6 . 8 9 6 7 . 92 74 . 56 1 7 . 8 6
11/ 13 v . s . 9 / 15 9 5 . 3 4 6 4
.
4 5 7 8 . 8 0 7 8 . 2 2 7 5 . 3 4 3 0 . 62
11/ 13 v . s . 9 / 3 0 7 8 . 10 8 3 . 2 2 53 . 4 4 7 8 . 8 9 7 3 . 5 5 6 9 . 8 6
1 1/ 13 v . s . 10 /2 8 5 7 . 0 2 4 3 . 3 8 19 . 5 8 4 9 . 7 4 4 2 . 4 4 7 7 . 8 7













B I O L O G
E G T U R N O V ER T IM E
, 9 / 1 v s 9 / 1 5 , 9 / 1 v s 9/ 3 0 , 9 / 1 v s 1 1 / 1 3
S A M P L E C OM P A R I SO N















9 / 1 5 v s 9 / 1
B I O L O G
E G T U R N O V E R T IM E
,
9/ 15 v s 9 / 3 0
S A MP LE C O MP A R I S ON
. 9 / 1 5 v s 1 1/ 13




8 0 - r B
IO L OG
7 0 T P
6 0
50 —
4 0 - -




T U R N O V ER T IM E
,
9 /3 0 v s 9 / 1
,
9 /3 0 v s 9/ 15
,
9 / 3 0 v s 1 1/ 13
S A M PL E C OM P A R I S O N













1 1/ 13 v s 9/ 1
T U R N O V ER T IME
,
11/ 13 v s 9/ 1 5
S A MP L E C O MP A R I S O N
,
1 1/ 13 v s 9 /3 0






6 0 - -
50
4 0




B IO L O G
EG T U R N O V E R T IM E
,
9 / 1 v s 9 / 15
,
9 / 1 v s 9/ 3 0
,
9/ 1 v s 10 / 2 8
S A M P L E C OM PA R I S O N
,
9 / 1 v s 1 1/ 13











B I O L O G
E G T U R N O V ER T IME
0
,
9 / 15 v s 9 / 1
,
9 / 1 5 v s 9 /3 0
,
9 / 1 5 v s 10 /2 8
S A M P L E C OM P A R I S O N
,
9/ 15 v s 1 1/ 1 3












E G T U R N O V ER T IM E
B IO L O G
,
9 /3 0 v s 9/ 1
,
9 /3 0 v s 9 / 1 5
,
9 /3 0 v s 10 /2 8
S A M P L E C OM P A R I S O N
,
9/ 3 0 v s 1 1 / 1 3






6 0 - -
5 0





E G T U R N O V ER T IME
B I O L O G
,
10 / 2 8 v s 9/ 1
,
10 / 2 8 v s 9/ 1 5
,
10 / 2 8 v s 9 /3 0 , 10 / 2 8 v s 1 1 / 13
SA M P L E C OM P A R I S O N
F i g u r e 1 3 . B i o l o g s im il a ri t y i n qu a dr a n t 4 c o m p a r e d w i th E G t u r n o v e r t im e s .
43
80 - r E G T U R N O V E R T IM E
CO
7 0 - -
6 0 - -
50 - -
4 0 - -
3 0 -
2 0 - -
10 - -
B I O L O G
0
,
1 1/ 13 v s 9/ 1
,
1 1/ 13 v s 9 / 1 5 , 1 1/ 13 v s 9/ 3 0
S A M PL E C O M P A R I SO N
,
1 1/ 13 v s 10/ 2 8
F i g u r e 14 . B i o l o g s im i l a ri t y i n q u a d r an t 4 c o m p a r e d w i t h E G t u rn o v e r t im e s .
4 4
S A M P L E
C O M P A R I SO N 1
% S IM I L A R I T Y
B I O L O G
Q U A D R A N T
9 / 1 v . s . 9 / 1 5 6 9 . 3 4
9 / 1 v . s . 9 /3 0 7 8 . 10
9 / 1 v . s . 10 /2 8 4 5 . 4 2
9 / 1 v . s . 1 1/ 1 3 6 9 . 70
5 2 . 0 9 7 4 . 2 9 7 9 . 8 4
6 5 . 6 1 t 7 0 . 79 0 6 9 . 5 1
4 1. 1 1 4 3 . 9 8 4 9 . 6 6
7 8 . 84 7 6 . 8 9 6 7 . 9 2
O V E R A L L
6 9 . 0 1
7 1. 5 7 t
4 2 . 5 5
7 4 . 56
T U R N O V E R
T I ME S
PG
5 4 . 4 4
8 7 . 6 6
9 8 . 5 4
9 8 . 5 4
A A
7 9 . 3 7
6 9 . 4 6
8 5 . 7 9
9 8 . 0 0
9 / 1 5 v . s . 9 / 1 6 9 . 3 4
9 / 1 5 v . s . 9 / 3 0 77 . 3 1
9 / 1 5 v . s . 10 /2 8 56 . 4 4
9 / 1 5 v . s . 1 1/ 1 3 9 5 . 34
9 /3 0 v . s . 9 / 1
9 /3 0 v . s . 9 / 1 5
9 /3 0 v . s . 10 / 2 8
9 /3 0 v . s . 1 1/ 13
7 8 . 10
7 7 . 3 1 t
6 4 . 6 2
7 8 . 10
10 / 2 8 v . s . 9 / 1 4 5 . 4 2
10 /2 8 v s . 9 / 1 5 56 . 4 4
10 /2 8 v . s . 9 /3 0 6 4 . 6 2
10 /2 8 v s . 1 1/ 13 5 7 . 02
1 1 / 1 3 v . s . 9 / 1 6 9 . 7 0
1 1 / 13 v . s . 9 / 1 5 9 5 . 3 4
1 1/ 13 v . s . 9 /3 0 7 8 . 10
1 1/ 13 v s . 1 0 / 2 8 5 7 . 0 2
5 2 . 0 9
6 4 . 4 5
3 6 . 5 1
6 4 4 5
6 5 . 6 1
6 4 . 4 5 t
6 0 . 80
8 3 . 2 2
4 1 . 1 1
3 6 . 5 1
6 0 . 80
4 3 . 3 8
7 4 . 2 9 7 9 . 8 4
7 8 . 8 0 1 7 8 . 2 2
3 6 . 9 7 0 4 1 . 2 6
50 . 0 0 7 6 . 4 9
7 0 . 7 9 6 9 . 5 1
7 8 . 8 0 0 7 8 . 2 2
4 9 . 4 8 4 9 . 9 1
5 3 . 4 4 7 8 . 8 9
4 3 . 9 8
3 6 . 9 7
4 9 . 4 8
19 . 5 8
7 8 . 8 4 7 6 . 8 9
6 4 . 4 5 1 7 8 . 80
8 3 . 2 2 53 . 44
4 3 . 3 8 19 . 5 8
4 9 . 6 6
4 1 . 2 6
4 9 . 9 1
4 9 . 74
6 7 . 9 2
7 8 . 2 2
7 8 . 89
4 9 7 4
6 9 . 0 1
7 5 . 3 4 t
4 4 . 9 7 0
7 1 . 7 3
7 1. 5 7
7 5 . 3 4 0
5 8. 2 2




4 4 . 9 7
5 8 . 2 2
4 2 . 4 4
7 4 56
7 5 . 3 4
7 3 . 5 5
4 2 . 4 4
5 4 . 4 4
6 2 . 1 0
5 5 . 2 4
5 5 . 6 5
8 7 . 6 6
6 2 . 1 0
8 8 . 9 6
8 9 . 6 1
9 8 . 5 4
5 5 . 2 4
8 8 . 9 6
9 9 . 2 8
9 8 5 4
5 5 . 6 5
8 9 . 6 1
9 9 . 2 8
7 9 . 3 7
8 7 50
8 2 . 9 0
7 7
. 2 8
6 9 . 4 4
8 7 . 5 0
9 4 . 7 4
6 8 . 0 6
6 5 . 7 9
8 2 . 9 0
9 4 . 7 4
6 4 . 4 7
9 8 . 0 0
7 7 . 7 8
6 8
. 0 6
6 4 . 4 7
t i n d i c a t e s a t r e n d o f t hi s g r o u p in g w it h P G ; 10 / 2 8 s a m p l e d e l e t e d .
0 i n d i c a t e s a t r e n d o f t h i s g r o u p i n g w i t h A A ; 10 / 2 8 s a m p l e d e l e t e d .
T a b l e 1 1 . P e r c e n t s im i l a ri t y c o m p a ri s o n b e t w e e n B i o i o g a n d t u r n o v e r ti m e s f o r
p r o p y l e n e g l y c o l a n d am i n o a c i d s .
4 5
w as t e w a t e r fl o w s th r o u g h t he B i o x s y s t e m . P G t u rn o v e r t im e s r e m a i n l o w (~ 2 h r . )
t h r o i ^ o u t t h e s y s t e m . T h e E G t u r n o v e r t im e s w e r e h i g h i n t h e fi r s t p o r t i o n s o f t h e
s y s t e m a n d l o w i n t h e fi n a l p o r t i o n . A s p r e v i o u s ly s t a t e d , a ll c o m p o s i t e c o m m u n i t i e s t e s t e d
f o r t e m p o r a l c h a n g e s p e r B i o l o g w e r e t i J i e n in t h e fi n a l b a y o f t h e r e a c t o r a n d th u s i t s u s e
i n t hi s c o m p a r i s o n s u g g e s t s t h a t t h e c o m m u n i t i e s b e i n g c o m p a r e d f o r t e m p o r a l c h a n g e s
w e r e b e c o m i n g m o r e a d a p t e d t o u t il i z in g E G t h a n P G . T h i s c o u l d e x p l a in w h y th e
c o r r e l a t i o n b e t w e e n B i o l o g a n d E G t u rn o v e r t im e s w a s g r e a t e r t h a n t he c o t r e l a t i o n b e tw e e n
B i o l o g a n d P G t u r n o v e r t im e s .
T a b le 12 s h o w s t h e o p e r a t i n g c o n d i t io n s f o r t h e B i o x s y s t e m d u r in g t h e p e r i o d o f
s a m p l i n g . T h e o p e r a t in g c o n d i t io n s o f 9 / 1 w h e n g ly c o l p l a n t n u m b e r o n e w a s i n n o p e r a t iv e
s h o w s t h e g r e a t e s t c h a n g e i a o p e r a t in g c o n d i t i o n s . T h e i n fl u e n t fl o w w a s v e r y l o w w it h
l o w c o n c e n t r a t i o n s o f P G a n d hi g h c o n c e n t r a t i o n s o f E G . T h e e f Qu e n t T O D w a s a l s o
h i gh e s t a t t h i s t im e . T h e r e i s n o a p p a r e n t c o r r e l a t i o n o f t h e s e r e p o r t e d c o n d i t i o n s t o t h e
B i o l o g p r o fi l e s . T h e g r e a t e s t c h a i s e in B i o l o g p r o fi l e s ( 1 0 / 2 8 s am p l e ) a l s o d o e s n o t
c o r r e l a t e w i t h th e r e p o r t e d o p e r a t in g c o n di ti o n s . T he r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e B i o l o g
i d e n t i fi c a t i o n s y s t em m a y d e t e c t t e m p o r a l c h a n g e s in t h e m i c r o b i a l c o m m u n i ty , b u t t h e s e
d e t e c t e d c h a n g e s m a y n o t b e a di r e c t r e fl e c t i o n o f fi i n c t i o n a l c h a n g e s in t h e m i c r o b i a l
c o m m u n i ty o r in t h e p e r fo r m a n c e o f t h e WWT s y s t e m .
A c o m p a r a t iv e a n a l y s i s o f t h e c o m p o s i t e c o m m u n i t ie s fi
-
o m di f f e r e n t p o r t io n s
w i t h i n t h e B i o x s y s t e m w a s p e r f o r m e d w i t h t h e s a m p l e o f 1 1 / 1 3 . S a m p l e s w e r e t a k e n a t
b a y A , b a y B a n d a n d a t t h e e n t r a n c e o f b a y D . T h e % s im i l a ri t e s b e tw e e n th e b a y s a r e
s h o w n i n T a b l e 1 3 . T h e o v e r a ll % s im i l a ri t y b e t w e e n t h e b a y s r a n g e d fi
-
o m 7 0 . 0 4 t o
7 6 . 6 4 . T h e a v e r a g e % s im i l a ri t y w a s 7 4 . 1 7 w i t h a s t a n d a r d d e v i a t i o n o f 2 . 9 4 % . T h e
r e s u lt s i n di c a t e d t h a t t h e c o m p o s i t e c o mm u n i t y o f b a y A w a s m o r e s im i l a r t o b a y s B a n d
D , t h a n b a y B w a s t o b a y D . T h e c o m p a r a t iv e p h y s i o l o g i c a l c a p a b i li t i e s a r e s h o w n i n
F i g u r e 1 5 . T h e r e s u lt s o f t h i s c o m p a ri s o n o f t h e p h y s i o l o g i c a l c a p a b i li t i e s o f th e
4 6
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12 10 , 0 0 0
2 0 0 3 9
5 9 0 4 5
1 3 0 7 0
13 0 6 6
13 2 2 0
1 1 0 6 6
G L Y C O L 1
O P E R A T I O N
50 % O P .
O P . D O WN
F U L L O P .
F U L L O P
8 0 % O P .
8 0 % O P .
T a b le 12 . B i o x o p e r a t in g c o n d i t i o n s .
4 7
% S IM I L A R I T Y
S A M P L E Q U A D R A N T
C OM PA R I S ON 1 2 _ 3 _ 4 O V E R A L L
B A Y A v . s . B A Y B 8 2 . 58 9 1 . 4 3 56 . 36 6 9 . 5 1 7 6 . 6 4
B A Y A v . s . B A Y D 7 3 . 4 6 7 8 . 84 6 4 . 13 7 3 . 6 3 7 5 . 8 2
B A Y B v . s . B A Y D 7 3 . 87 7 0 . 3 7 5 9 . 6 7 7 0 . 0 0 7 0 . 0 4
B A Y A - 5 7 (+ )
'
s
B A Y B - 4 7 (+ )
'
s
B A Y D - 6 2 (+ )
'
s
T a b l e 13 . Sim i l a r i t y c o m p a r is o n b e tw e e n b ay s .
4 B
B A Y D
B A Y BB A Y A
F i g u r e 1 5 . P o s i t i v e B i o l o g r e s u l t s
c o m p a r i s o n b e t w e e n b a y s ,
4 9
c o m m u n i t i e s w i t h i n t h e b a y s di d n o t i n d i c a t e s i g n i fi c a n t di f f e r e n c e s s u c h a s t h o s e in d i c a t e d
b e tw e e n t h e t e m p o r a l s a mp l e s fr o m t h e e n t r a n c e o f b a y D (i . e . 1 0 /2 8 in F ig u r e 5 ) .
T h e c o r r e l a t i o n b e tw e e n th e p hy s i o l o g ic al c h a n g e s w i t hi n t h e c o m p o s i t e c o m m u n i t y
a s t e s t e d b y B i o l o g a n d t h e i r a b il i t y t o gr o w o n di f fe r e n t m e d i a a n d th e c o r r e l a t i o n o f
B i o l o g t o A O D C r e s u l t s (H e n n y , 1 9 9 3 A p p e n d ix E ) i n d i c a t e d t h e f o ll o w in g . T h e r e w a s a
c o r r e l a t i o n b e tw e e n B i o l o g r e s u l t s a n d p la t e c o u n t s o n di f f e r e n t m e d ia a n d B i o l o g r e s u l t s
a n d A O D C f o r t h e t e m p o r a l s am p l e s o f 9/ 1 a n d 1 0/ 2 8 . T h e r e s e a r c h by H e i m y in d i c a t e s
t h e r e w a s a s t a t i s t ic a l ly s ^ n i fi c a n t di f fe r e n c e be t w e e n t h e t e m p o r a l s am p l e s o f 9/ 1 a n d
10 / 2 8 f o r b o t h m e d i a em p lo y e d (T SR a n d P EG R ). F o r t h e s p e c i f i c s o f P E G R
c o m p o s i t i o n , r e f e r t o H e n n y , 19 9 3 . T h e b a s i c c o m p o s i t i o n w a s a g a r + 30 0 m g /1 PG + 10 0
m g /1 E G . T h e r e w a s a ls o a s t a t i s t i c a ll y s i g n i fi c a n t di f f e r e n c e b e t w e e n t h e A O D C r e s u l t s
f o r t h e t e m p o r a l s a m p l e s o f 9 / 1 a n d 10 /2 8 . T h e t e m p o r a l s a m p l e s o f 9 / 1 5 , 9 / 3 0 a n d 1 1 / 1 3
w e r e n o t t e s t e d o n d i f f e r e n t g r o w t h m e di a n o r w e r e A O D C r e s u l t s a v a i l a b l e .
A c o m p a r i s o n o f B i o l o g r e s u lt s a n d t h e r e s u l t s o f p l a t e c o u n t s a n d A O D C by
H e i m y f o r t h e c o m m u n i t i e s w i t h i n t h e B i o x r e a c t o r t a k e n f r o m b a y s A , B a n d t h e e n t r a n c e
o f b a y D w a s p e r f o r m e d . T h e B io l o g r e s u lt s i n d i c a t e d g r e a t e r s i m i l a ri ti e s b e t w e e n b a y s A
a n d B , a n d b e t w e e n b a y s A a n d D th a n b e t w e e n b a y s B a n d D (T a b l e 1 3 ) T h e r e s u l t s o f
T SR p l a t e c o u n t s a n d A O D C s h o w th e s a m e c o m p a r a t iv e r e s u l t s T h e r e s u lt s o f PE G R
p la t e c o u n t s in d i c a t e g r e a t e r s im i l a ri t i e s b e t w e e n b a y s B a n d D , t h a n b e t w e e n b a y s A a n d
D o r b e t w e e n b a y s A a n d B . T h e PE G R p l a t e r e s u l t s d o n o t c o r r e l a t e w i t h t h e B i o l o g
r e s i s t s .
A c o m p a r a t iv e a n al y s i s o f t h e % s im i l a ri t i e s o f t h e i s o l a t e s fr o m the 9/ 1/ 9 2
c o m p o s i t e c o m m u n i ty is s h o w n in T a b l e 1 4 . F o u r o f t h e t e n i s o l a t e s d i d n o t p r o d u c e
s u f fi c i e n t g r o w t h o n T SR p l a t e s t o p e r f o r m B i o l o g a n a l y s i s . T h e o v e r a l l % s im i l a ri t y
b e t w e e n t h e i s o l a t e s t e s t e d r a n g e d fr o m 50 . 9 9 t o 76 . 2 6 . T h e a v e r a g e % s im il a ri t y w a s
6 2 . 3 0
,
w i t h a s ta n d a r d d e v i a t i o n o f 7 . 6 9 T h e i s o l a t e s w i t h a n o v e r a l l % s m u Ja ri i y g r e a i e r
t h a n t h e m e a n p l u s o n e s t a n d a r d d e v i a t i o n (7 0 . 6 9 ) w e r e 9 9 2 - C , J a n d F .
50
% SIM I L A R I T Y
I S O L A T E Q U AD R A N T
C O M PA R I S O N 1 2 3 4 O V E R A L L
A v . s . B 54 . 6 1 7 4 . 7 4 4 2 . 8 6 5 8 . 1 9 5 9 . 5 3
A v . s . C 7 4 . 7 3 3 8 . 4 6 4 6 . 6 7 5 2 . 1 4 5 3 . 9 3
A v . s . E 5 1. 6 5 2 3 . 7 5 4 7 . 83 5 8 . 1 9 5 8 . 1 1
A V . S . F 74 . 7 3 5 5 . 0 0 4 6 . 6 7 7 4 . 74 6 6 . 4 9
A v . s . J 6 5 . 4 7 4 6 . 9 3 4 7 . 83 5 8. 19 5 7 . 2 8
B v . s . A 5 4 . 6 1 7 4 . 7 4 4 2 . 86 5 8 . 1 9 5 9 . 53
B v . s . C 5 7 . 8 9 5 2 . 14 4 4 . 19 7 0 . 0 0 5 7 . 2 8
B V . S . E 3 7 . 8 4 6 2 . 1 1 4 5 . 4 6 4 2 . 8 6 5 1. 9 3
B v . s . F 5 7 . 8 8 7 0 . 0 0 6 6 . 5 1 6 8 . 3 8 6 6 . 0 3
B v . s . J 7 9 . 2 8 5 8 . 7 2 4 5 . 4 6 80 . 9 6 6 8 . 3 4
C v . s . A 7 4 . 7 3 3 8 . 4 6 4 6 . 6 7 52 . 14 5 3 . 9 3
C v . s . B 5 7 . 8 8 52 . 1 4 44 . 4 9 4 4 . 4 9 5 7 . 2 8
C v . s . E 5 4 . 6 1 52 . 1 4 4 8 . 9 4 4 0 . 0 0 5 0 . 9 9
C v . s . F 8 0 . 8 4 7 3 . 8 1 4 7 . 8 3 5 8 . 7 2 6 8 . 8 1
C v . s . J 6 9 . 7 4 87 . 3 7 4 8 . 9 4 7 0 . 00 7 6 . 2 6
E v . s . A 5 1. 6 5 2 3 . 7 5 4 7 . 83 5 8 . 1 9 58 . 1 1
E v . s . B 3 7 . 8 4 6 2 . 1 1 4 5. 4 6 4 2 . 86 5 1. 9 3
E v . s . C 5 4 . 6 1 52 . 1 4 4 8 . 9 4 4 0 . 0 0 5 0 . 9 9
E v . s . F 5 4 . 6 1 7 0 . 0 0 4 8 . 9 4 52 . 1 4 5 9 . 9 0
E v . s . J 6 1 . 6 7 7 0 . 52 50 . 0 0 4 2 . 8 6 6 3 . 3 1
F v . s . A 7 4 . 7 3 5 5 . 0 0 4 6 . 6 7 7 4 . 7 4 6 6 . 4 9
F v . s . B 5 7 . 8 8 70 . 0 0 6 6 . 5 1 6 8 . 3 8 6 6 . 0 3
F v . s . C 8 0 8 4 7 3 . 8 1 4 7 . 8 3 5 8 . 7 2 6 8 . 8 1
F v . s . E 54 . 6 1 7 0 . 0 0 4 8 . 9 4 5 2 . 14 5 9 . 9 0
F v . s . J 6 9 . 7 4 7 5 . 4 9 4 8 . 9 9 7 9 . 4 9 76 . 2 6
J v . s . A 6 5 . 4 7 4 6 . 9 3 4 7 . 83 58 . 19 5 7 . 2 8
J v . s . B 7 9 . 2 8 5 8 . 7 2 4 5 . 4 6 8 0 . 9 6 6 8 . 3 4
J v . s . C 6 9 . 7 4 8 7 . 3 7 4 8 . 9 4 7 0 . 00 7 6 . 2 6
J v . s . E 6 1. 6 7 7 0 . 52 5 0 . 0 0 4 2 . 86 6 3 . 3 1
J v s . F 6 9 . 7 4 7 5. 4 9 4 8 . 9 4 7 9 . 4 9 7 6 . 2 6
T a b l e 1 4 . P e r c e n t s im i l a ri t y c o m p a ri s o n f o r t h e i s o l a t e s o f 9 / 1/ 9 2 .
5 1
A c o m p a r a t i v e a n a l y s is o f t h e p h y s i o l o g i c a l c a p a b il i t ie s o f t h e i s o l a t e s o f 9 / 1 / 9 2 is
s h o w n in T a b l e 7 a n d F ^ u r e 16 . T a b l e 7 in di c a t e s t h a t a l l o f t h e i s o l a t e s t e s t e d h a d a
s im i l a r n u m b e r o f p hy s i o l o g i c a l c a p a b i li t i e s . T h e V e n n d i a g r a m s s h o w t ha t t h e i s o l a te s
9 9 2 - C
,
J a n d F h a v e m o r e ph y s i o l o g i c a l c a p a b il i t ie s in c o m m o n w i t h e a c h o t h e r t h a n w i t h
t h e o t h e r is o l a t e s . T h e p h y s i o l o g ic a l s im i l a r it y o f t h e i s o l a t e s a s t e s t e d p e r B i o l o g m a y b e
d u e t o u s i n g T SR p la t e s a s t h e c o m m o n g r o w th m e d ixm t a n d m a y n o t r e fl e c t t h e i r a c t u a l
m e t a b o l i c di f f e r e n c e s in t h e B i o x s y s t e m w h e n a d a p t e d t o t h e p r e v a i l in g s u b s t r a t e s p r e s e n t
t h e r e .
T h e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e B i o l o g i d e n t ifi c a t i o n s y s t em c a n b e u s e d t o c h a r a c t e r i z e
t h e t e m p o r a l c h a n g e s in t h e m e t a b o l i c di v e r s i t y o f a g iv e n c o m p o s i t e c o m m u n i t y fi ro m a n
i n d u s t r ia l WWT p l a n t . T h e s im p l e s t m e t a b o l i c di v e r s i t y i n d e x (M D I ) w o u l d b e t h e t o t a l
m m i b e r o f s i i b s t r a t e s u t i l i z e d (0 - 9 5 ) . A b e t t e r m a t h e m a t i c a l m o d e l f o r a M D I v f o xM h a v e
a t h e o r e t i c a l r a n g e o f - o o t o + c o , e x p r e s s in g t e s t r e s u l t s w h i c h a r e o u t s i d e t h e lim i t a t i o n s o f
t h e t e s t (0 s u b s t r a t e s u t il iz e d o r 9 5 s u b s t r a t e s u t il iz e d r e s p e c t i v e l y ) . T h e w o r k ii ^ r a n g e
w o u l d b e fi - o m 0 - 1 w i t h t h e p o i n t o f i n fl e c t i o n (MD I o f 0 . 5 ) w h e r e o n e h a l f o f t h e
s u b s t r a t e s p r e s e n t e d t o t h e c o mm u n i t y a r e u t il i z e d . T h i s m a t h e m a t i c a l m o d e l i s s h o w n i n
F i g u r e 17 . T h e e qu a t i o n f o r t h e l in e t o t h e p o i n t o f in fl e c ti o n is :
y
= A + B l n x o r
y (M D I ) - 0 . 1 2 9 5 In x ( x = n u m b e r o f s u b s t r a t e s u t i li z e d ) .
T h e e q u a ti o n f o r t h e li n e p a s t t h e p o i n t o f in fl e c ti o n i s :
y = 0 . 5 + [0 . 5 - (( . 1 2 9 5 ) In (9 5 - x ))] .
T h e r e s u lt s f o r t h e c o m m u n i ti e s t e s t e d u s i n g t h is m e t a b o li c d iv e r s i t y in d e x a r e s h o w n in
T a b l e 1 5 a n d F i gu r e 18 . F i g u r e 1 8 s h o w s t h e t e m p o r a l c h a n g e s i n t h e m e t a b o l i c di v e r s i t y
i n d e x a t t h e e n t r a n c e o f b a y D . T h e r e w a s a n i n c r e a s e i n t h e N ' ID I fr o m 8/ 18 t o 9/ 15 , a
d e c r e a s e fr o m 9/ 15 t o 10/ 2 8 (th e l o w e s t IV ID I t e s t e d ) a n d a n o t h e r in c r e a s e fr o m 10 / 2 8 t o
1 1 / 1 3 . T h e m e t a b o l i c d i v e r s i t y in d e x o f 1 1 / 1 3 i s a t a l e v e l m o r e c o n s i s t e n t w i t h t h e
s a m p l e s o f A u g u s t a n d Se p t e m b e r .
\F i g u r e 1 6 . P o s i t i v e B i o l o g r e s u l t s c o m p a r i s o n






0 . 9 +
0 . 4
- 0 . 1
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F i g u r e 17 . M e t a b o l i c d i v e r s i ty i n d e x b a s e d u p o n the n u m b e r o f s u b s t r a t e s u t i l i z e d .
5 4
S A M P L E M E T A B O L IC D P / E R S I T Y I N D E X
8 / 1 8 . 5 0 7 0
9 / 1 . 5 12 9
9 / 15 . 5 5 53
9 / 3 0 . 4 8 40
1 0 / 2 8 . 4 1 16
1 1/ 13 . 5 4 3 3
T a b l e 15 . M e t a b o l i c d i v e r s i t y i n de x f o r t h e t e s t e d c o n i m u i u t i e s .
55
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3 0 - S e p1 5 - S e p
1 8- A u g
2 8 - O c t
0 . 2 —
0 . 1 - -
0
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0
E L A P SE D T IM E (d a y s )
F i g u r e 18 . M e t a b o l i c in de x v e r s u s e l a p s e d t im e .
7 0 80 9 0
5 6
A n o t h e r m e th o d o f a n a l y z in g c h a n g e s in t h e m e t a b o l i c di v e r s i t y o f a g i v e n s p a t i a l
p o p u l a t i o n o v e r t im e w o u l d b e t o d e ri v e a n e x p e c t e d m e t a b o l i c p r o fi l e b a s e d u p o n a ll
p r e v i o u s t e s t r e s u l t s f o r s a m p l e s t a k e n fi
"
o m t h a t p o p u l a t i o n . T h i s i s t h e t y p e o f a n a ly s i s
d e s c ri b e d by G y l l e n b e r g (19 7 3 ) t h a t a u t o m a t e d s p e c i e s i d e n t i fi c a t i o n sy s t e m s e m p l o y t o
c a t e g o ri z e t e s t r e s u l t s in t o s p e c i e s i d e n t i fi c a t i o n . A s t h e m e t a b o li c da t a b a s e i n c r e a s e s f o r a
g iv e n s p a t ia l p o p u l a t i o n , t h e p r o b a b i l i ty o f a s a m p l e t a k e n fi
-
o m t h a t s p a t i a l p o p u l a ti o n
fi t t in g a n e x p e c t e d p r o fi l e be c o m e s m o r e c l e a r l y d e fi n e d . A l e v e l o f v ari a n c e o r m e t a b o li c
di Bfe r e n c e o f a g iv e n s am p l e t o a l l o t h e r s t e s t e d w o u ld b e i n d i c a t e d b y t h e di ff e r e n c e
b e t w e e n t h e a c t u a l m e t a b o l i c p r o fi l e o bt a in e d a n d t h e m e t a b o l i c p r o fi l e w h i c h w o u l d b e
e x p e c t e d t o o c c u r . T h e s e di f f e r e n c e s b e t w e e n o b s e r v e d p r o fi l e s a n d e x p e c t e d p r o fi l e s
c o u l d b e s t a t is ti c a l l y a n a ly z e d t o d e t e r m i n e i f t h e p r o fi l e f o r a g i v e n t e m p o r a l s a m p l e i s
s t a t i s ti c a l l y di f fe r e n t fi
"
o m o th e r s t e s t e d . I n o r d e r f o r t h i s ty p e o f a n a l y s is t o b e s t a t is ti c a ll y
v a l i d
,
s am p l e s fi
-
o m t h e s p a ti a l p o p u l a ti o n w o u l d h a v e t o b e t a k e n a t m u c h c l o s e r in t e r v a l s
a n d m o r e r e p li c a t e t e s t in g o f e a c h s a m p l e w o u l d h a v e t o b e p e r f o r m e d . A C h i Sq u a r e t y p e
a n a l y s i s w o u l d b e p o s s i b l e w hi c h w o u l d y i e l d s t a ti s ti c a l v a l u e s a t a g i v en l e v e l o f
s i g n i fi c a n c e f o r di fl fe r e n c e s b e t w e e n t h e p r o b a b i li ti e s o f o b s e r v e d p r o fi l e s a n d e x p e c t e d
p r o fi l e s . A lt h o u gh t h e n u m b e r o f s a m p l e s t e s t e d in t h i s s t u dy p r e v e n t s a v a l id s t a ti s ti c a l
a n a l y s i s (S y m o n s , 1 9 9 3 ) , a v a l i d c o m p a ri s o n b e t w e e n t h e p r o b a b il i ti e s o f t h e e x p e c t e d
p r o fi l e a n d t h e o b s e r v e d p r o fi l e f o r e a c h s a m p l e i s g iv e n i n T a b l e 1 6 . T h i s c o m p a ri s o n
in d i c a t e s t h a t t h e c o m m u n i t y o f 10/ 2 8 g a v e a p r o fi l e w h i c h w o u l d n o t b e e x p e c t e d t o o c c u r
w i t h i n a 9 0 % c o n fi d e n c e l e v e l o f t h e t e s t . T h e de s c e n d i n g o r d e r in w h i c h t h e c o m m u n i ti e s
v a ri e d fi - o m th e e x p e c t e d pr o fi l e w a s : 1 0 / 2 8 » 9 / 1 5 = 9 / 1 > 1 1/ 1 3 > 8 / 1 8 > 9 / 3 0 .
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83 . 83 1 . 8 3 0 . 8 3 . 50 . 3 3 . 5 0 1 0 . 17 . 5 0 0 0 . 6 7 . 8 3 . 8 3 . 8 3 . 6 7 0
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P r o b a b iU ty o f 10 / 2 8 pr o fi l e :
P r o b a b il i t y o f 1 1/ 13 p r o fi l e :
3 . 59 x 10
'
1 . 4 4 x 10
- '
3 . 5 9 x 10
- '
3 . 59 x 10 '
1 . 15 x W
7 . 18 x 10
- ^
+ + / - - + / - + - - + / - - - + + + +
M a x im um p r o b a b i l i t y r a n g e w i t h 9 0 . 0 % c o n fi d e n c e : 1 . 7 7 x l O
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T a b l e 16 . Pr o b a b i li ty o f B i o l o g p r o fi l e s ( qu a dr a n t 1) .
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. 6 7 . 1 7 . 8 3 . 50 . 3 3 . 1 7 . 1 7 0 1 . 8 3 . 6 7 . 1 7 . 5 0 . 3 3 . 1 7 1 . 83 . 8 3 . 1 7 . 5 0 . 6 7 . 8 3 . 5 0
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p r o fi l e + + + / -
Pr o b a b i li ty o f e x p e c t e d p r o fi l e : 1 . 11 x 10
' ^
Pr o b a b iHty o f 8/ 1 8 p r o fi l e : 6 . 6 5 x 10
'
P r o b a biUty o f 9 / 1 p r o fi l e : 2 . 2 2 x l O
'
P r o b a b iUt y o f 9 / 1 5 p r o fi l e : 1 . 11 x 10
" ^
P r o b a biUty o f 9 /3 0 p r o f il e : 5 . 5 4 x 10
^
P r o b a biHty o f 10 / 2 8 p r o fi l e : 8 . 8 6 x l O
'
P r o b a b iUty o f 1 1/ 13 p r o fi l e : 5 . 5 4 x 10
" ^
+ + / - + +
M a x im u m p r o b a b iUty r a n g e w i t h 9 0 . 0 % c o n fi d e n c e : 2 . 3 3 x 10
" '
- 5 . 2 8 x 10
"
+ / - 4 - + / -
T a b l e 16 . (c o n t i n u e d - q u a dr a n t 2 . )
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. 17 . 17 . 83 . 1 7 1 . 8 3 . 8 3 . 5 0 . 8 3 . 6 7 . 8 3 . 5 0 . 17 . 3 3 . 1 7
. 17 . 83 . 5 0 . 6 7 . 17 0 0
. 5 0
E x p e c t e d
pr o fi l e + / - - - + - +
Pr o b a b il i t y o f e x p e c t e d p r o fi l e : 8 . 6 5 x 10
" ^
+ + + / - + + + + / + + / . +
M a x i i n i u n p r o b a b il i t y r a n g e w i t h 9 0 . 0 % c o n fi d e n c e : 1 . 8 2 x 10 ' - 4 . 12 x 10 ' ^
+ / -
Pr o b a b il i t y o f 8/ 18 p r o fi l e :
P r o b a b il i t y o f 9 / 1 p r o fi l e :
P r o b a b il i t y o f 9/ 15 p r o fi l e :
P r o b a b il i t y o f 9/ 3 0 pr o fi l e :
P r o b a b il i t y o f 10/ 2 8 p r o fi l e :
P r o b a b il i t y o f l l / 13 p r o fi l e :
4 . 3 3 x 10
^
4 . 3 3 x 10
- ^
3 . 4 6 x 10 '
8 . 6 5 x 10
- ^
2
. 7 7 x 10
3 . 4 6 x 10
- *
- 9
T a b l e 16 . (C o n t i n u e d , q i i a d r a n t 3 . )
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E x p e c t e d
p r o fi l e + / - + + + + / - +
Pr o b a b i li t y o f e x p e c t e d p r o fi l e : 1 . 9 9 x 10
' ^
Pr o b a b il i t y o f 8/ 1 8 p r o fi l e :
Pr o b a b i l i ty o f 9 / 1 p r o fi l e :
P r o b a b i li t y o f 9 / 15 p r o fi l e :
Pr o b a b i li t y o f 9 / 3 0 p r o fi l e :
Pr o b a b i li t y o f 1 0/ 2 8 p r o fi l e :
Pr o b a b iUty o f 1 1/ 1 3 p r o fi l e :
9 . 9 7 x 10
'
9 . 9 7 x 10
- '
9 . 9 7 x 10
" ^
1 . 9 9 x 10
- ^
1 . 6 0 x 10
- ^
3 . 9 9 x 10
- ^
+ + + + + + / - + - + _ + / . + .




T a b l e 16 . ( C o n t i n u e d , q u a dr a n t 4 . )
6 1
E x p e c t e d p r o fi l e : 1 . 3 7 x l O
" "^ M ax im u m pr o b a bi l i t y r a n g e w i t h 9 0 . 0 % c o n fi d e n c e : 3 . 14 x 10
* *
- 5 . 9 8 x 10
'
8 / 1 8 p r o fi l e : 1 . 0 3 x 10
"
9 / 1 p r o fi l e : 1 . 3 7 x 10
"
9 / 1 5 p r o fi l e : 1 . 3 7 x 10
- ' *
9 / 3 0 p r o fi l e : 3 . 4 3 x 10
- "
1 0 / 2 8 p r o fi l e : 4 . 50 x 10
- ' '
1 1/ 1 3 pr o fi l e : 5 . 4 9 x 10
- ' *
T a b l e 16 . (C o n t i n u e d , p r o b a b il i t y o f t o t a l p r o fi l e . )
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SU M M A R Y A N D C O N C L U SI O N S
T h e d a t a i n di c a t e t h a t th e B i o l o g i d e n t ifi c a t io n s y s t em c a n b e a d a p t e d t o d e t e c t
p hy s i o l o g ic a l c h a n g e s o f t h e c o m p o s i t e c o m m u n i t y i n t h e a c t i v a t e d s l u d g e o f a n in du s t r i a l
w a s t e w a t e r t r e a tm e n t s y s t e m . T h e d e t e c t e d c h a n g e s m a y b e c o r r e l a t e d t o p h y s i o l o g ic a l
c h a n ge s t e s t e d b y c o n v e n t i o n a l m i c r o b i o l o g i c a l m e t h o ds . T h e a d a p t e d B i o l o g i d e n t i fi c a t i o n
s y s t e m c a n b e u s e d f o r r a p i d m o n i t o r it ^ o f t h e p h y s i o l o g i c a l c h a i s e s o c c u r ri n g w it h i n t h e
c o m p o s i t e c o m m u n i t y b u t t hi s s t u d y i n di c a t e s t h a t t h e d e t e c t e d c h a n g e s d o n o t n e c e s s a r i l y
r e fl e c t c h a n g e s i n t h e o p e r a t in g c o n d i t i o n s o f t h e WWT sy s t e m .
M I C R O L O Q <: T M ;) i , R E L E A S E 2 . 0 1
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p l a t e t y p e
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s t r a i n #
o t h e r i n f o
s t r a i n n a m e
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6 3
P O S I T I V E / N E G A T I V E D A T A
"
X X
" = p o s i t i v e ,
" B




" = n e g a t i v e
. .
+ = n e g a t i v e , f i r s t I D c h o i c e p o s i t i v e > 9 0 7 . o f t i m e
X X - = p o s i t i v e , f i r s t I D c h o i c e p o s i t i v e < 1 0 7 . o f t i m e
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B E S T S P E C I E S :
E S C H E R I C H I A
E S C H E R I C H I A
C I T R Q B A C T E R
E S C H E R I C H I A
E S C H E R I C H I A
S A L M O N E L L A
C O L I F
c o n E
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C O L I A
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S U B S P E i: l E S
l E S
l E S
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E S C H E R I C H I A C O L I B
S A L M O N E L L A S U B S P E C I E S 1 A
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O . O O O
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. . D I S T .
3 . 1 7 7
3 . 6 0 2
6 . 8 1 5
8 . 4 6 8
9 . 8 6 2
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, . A V G . .
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2 . 1 4 1
1 . 3 7 5
1 . 0 6 3
, . MA X
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M I C R 0 L 0 6 ( T M !) 1 , R E L E A S E 2 . 0 1
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s t r a i n #
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s t r a i n n a m e
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E . C O L I D H 2 a
6 4
P O S I T I V E / N E G A T I V E D A T A
X X
" = p o s i t i v e ,
" B " = b o r d e r l i n e
,
I t y V I * = n e g a t i v e
X X - =
n e g a t i v e , f i r s t I D
p o s i t i v e , f i r s t I D
c h o i c e p o s i t i v e > 9 0 % o f t i m e
c h o i c e p o s i t i v e < 1 0 / i o f t i m e













































































B I O - N U MB E R 1 7 7 6 - 3 5 3 7 - 7 3 2 7 - 6 3 5 4 - 1 5 2 5 - 7 7 7 7 - 0 5 3 4 - 3 6 7 7











o t h e r
B E S T S P E C I E S :
E S C H E R I C H I A C O L I F
E S C H E R I C H I A C O L I E
E S C H E R I C H I A C O L I A
C I T R O B A C T E R F R E U N D 1 1
S A L M O N E L L A S U B S P E C I E S 1 G
S A L MO N E L L A S U B S P E C I E S 1 F
S A L MO N E L L A S U B S P E C I E S 1 B
E S C H E R I C H I A C O L I C
E S C H E R I C H I A C O L I B
S A L M O N E L L A S U B S P E C I E S 1 A
, . S I M . .
0 . 5 9 O
0 . 0 1 9
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
0 . 0 0 0
. . D I S T .
6 . 4 2 4
7 . 5 5 6
9 . 9 9 7
1 0 . 3 8 6
1 1 . 5 0 6
6 5 5
4 2 4
1 3 . 6 8 2
1 4 . 1 0 6
1 5
, 2 3 8
1 1
1 2
, . A V G . ,
2 . 5 0 0
1 . 9 3 8
1 . 3 1 3
1 . 8 4 4
2 . 1 4 1
3 . 1 3 8
2 . 2 5 0
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1 . 0 6 3
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4 . 7 4 4
3 . 6 8 8
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d a t e
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s t r a i n #
o t h e r i n f o
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P O S I T I V E / N E G A T I V E D A T A
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p o s i t i v e ,
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= n e g a t i v e
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/, o f t i m e
1 0 7, o f t i m e
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B I 0 - N U M B E R : 1 4 3 4 - 3 5 2 7 - 1 3 3 3 - 0 3 4 0 - 0 0 0 0 - 1 1 4 0 - 0 0 1 0 - 3 4 3 3
N O I D E N T I F I C A T I O N
B E S T S P E C I E S :
1 ) E R W I N I A A M Y L O V O R A A
2 ) P A S T E U R E L L A MU L T O C I D A
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4 ) E S C H E R I C H I A C O L I D
5 ) S A L M O N E L L A S U B S P E C I E S
& ) E S C H E R I C H I A C O L I C
7 ) E S C H E R I C H I A C O L I E
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9 :> S A L M O N E L L A S U B S P E C I E S
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1 . 1 8 8
0 . 7 8 1
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9 3 8
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2 . 4 2 2
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4 . 9 8 8
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